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AO LEITOR
“PIPOCAS DA VIDA”

“Milho de pipoca que ndo passa pelo fogo continua a ser
milho para sempre. Assim acontece com a gente.
As grandes transformacdes acontecem quando
passamos pelo fogo.

Quem nao passa pelo fogo, fica do mesmo jeito a vida
inteira. Sao pessoas de uma mesmice e uma dureza
assombrosa. S6 que elas ndo percebem e acham que seu
jeito de ser é o melhor jeito de ser.

Mas, de repente, vem o fogo.
O fogo é quando a vida nos lan¢ca numa situagéo que
nunca imaginamos: a dor.

Pode ser fogo de fora: perder um amor, perder um
filho, o pai, a mae, perder o emprego ou ficar pobre.
Pode ser fogo de dentro: panico, medo, ansiedade,
depresséao ou sofrimento, cujas causas ignoramos.
Ha sempre o recurso do remédio: apagar o fogo!

Sem fogo o sofrimento diminui. Com isso, a
possibilidade da grande transformacgdo também.
Imagino que a pobre pipoca, fechada dentro da panela,
la dentro cada vez mais quente, pensa gue sua hora
chegou: vai morrer. Dentro de sua casca dura, fechada
em si mesma, ela ndo pode imaginar um destino
diferente para si. Ndo pode imaginar a transformacgéo
gue esta sendo preparada para ela. A pipoca nao
imagina aquilo de que ela é capaz. Ai, sem aviso
prévio, pelo poder do fogo a grande transformagéo
acontece: BUM!

E ela aparece como uma outra coisa completamente
diferente, algo que ela mesma nunca havia sonhado.
Bom, mas ainda temos o pirua, que é o milho de pipoca
gue se recusa a estourar. SAo0 como aquelas pessoas
que, por mais que o fogo esquente, se recusam a mudar.
Elas acham que n&o pode existir coisa mais maravilhosa
do que o jeito delas serem.

A presuncédo e o medo s&o a dura casca do milho
gue nao estoura. No entanto, o destino delas é triste,
ja& que ficaréo duras a vida inteira. Nao vao se
transformar na flor branca, macia e nutritiva.
N&o vao dar alegria para ninguém. ”

Rubem Alves
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DESENVOLVIMENTO, CARACTERIZACAO E AVALIACAO DO POTENCIAL
CICATRIZANTE DE FILMES PREPARADOS COM MUCO DE Achatina fulica
ASSOCIADOS OU NAO A LASERTERAPIA

WAGNO ALCANTARA DE SANTANA

RESUMO

A secrecdo glicoprotéica de Achatina fulica apresenta atividades biologicas
relacionadas a propriedades antibacterianas contra microrganismos gram
positivos e gram negativos, fungicida, e cicatrizante do muco secretado. Com o
objetivo de desenvolver, caracterizar e avaliar o potencial biolégico de filmes
preparados a partir da secrecdo mucosa de Achatina fulica, os moluscos foram
submetidos a massagem da glandula podal e o0 muco assim obtido permitiu a
elaboracdo de filmes segundo a técnica casting. Os animais utilizados nos
ensaios bioldgicos para avaliagdo do potencial cicatrizante, Rattus norvegicus
albinus, linhagem Wistar machos (250-300g), foram distribuidos nos seguintes
grupos experimentais: GC - grupo controle sem membrana;, GCO — grupo
tratado com membrana a base de colageno; LSG — grupos tratados com
membranas obtidas a partir do muco de A. fulica alimentadas com Lactuca
sativa; LT — grupos tratados com laser; ACHLT — grupos tratados com
membranas e laser obtidas a partir do muco de A. fulica alimentadas com L.
sativa. Inicialmente, os animais foram anestesiados e feridas foram realizadas
no seu dorso e o tratamento com associagcdo membranas-irradiacdo
transcutanea diaria teve duracdo de 7 dias. A area da ferida foi removida
cirurgicamente, sendo o material biolégico submetido a processamento
histolégico e coloragdo com hematoxilina-eosina (HE) para a analise da reacao
inflamatoria, e com picrossirius red e analise sob luz polarizada, para o estudo
da deposicéo de fibras coldgenas. A eutanasia dos animais foi realizada aos 3,
7, 14 e 21 dias. A atividade antimicrobiana foi realizada pela técnica de difusédo
em pocos com as cepas Candida albicans ATCC 10231, Escherichia coli ATCC
15878, Pseudomonas aeruginosa ATCC 1024, Staphylococcus aureus ATCC
9080, Staphylococcus epidermides ATCC 19606, Fusarium ATCC 9605, ATCC
5487 Salmonella. Utilizou-se como controles positivos, metronidazol 5mg/ mL

(bactérias) e miconazol 0,25mg/mL (fungos), e como negativo foi utilizada agua



destilada. Visando caracterizar 0 muco e o0s respectivos filmes de Achatina
fulica alimentadas com plantas medicinais foram formados grupos de trinta
moluscos e oferecida ad libitum uma dieta com Lactuca sativa (alface),
Symphytum officinale L (confrei) e Punica granatum (romd&). Foram realizadas
andlises de determinacdo de proteina, determinagcdo do pH, composi¢céo
quimica e eletroforese em gel de poliacrilamida. Os filmes foram elaborados
segundo a técnica casting e submetidos a avaliagdo macroscopica, andlise
colorimétrica, microscopia eletrbnica de varredura, grau de intumescimento e
transmisséo de vapor de dgua. O muco apresentou indice de 90% de proteinas,
com pH neutro, constituido de umidade acima de 98%, cinzas entre 0,42% a
0,78% e lipideos entre 0,05% a 0,1%. A eletroforese em gel de poliacrilamida
demonstrou que a fragdo protéica do muco apresenta massa molar proximas
aos padrbes albumina bovina (66 kDa), ovalbumina (45 kDa), gliceraldeido-3-
fosfato desidrogenase (36 kDa), anidrase carbdnica (29 kDa). A forma
macroscopica do filme apresentou caracteristicas de manipulacdo satisfatoria
ao emprego dos mesmos como curativos. O ensaio de colorimetria revelou
diferenca estatistica (p<0,001) de cor entre os filmes oriundos de fontes
alimentares diferentes. A avaliacdo microscopica revelou formacdo de formas
diferenciadas na superficie do filme, com poros tranversais em toda a sua
extensao. O maior indice de intumescimento (347%) foi observado quando
comparado aos filmes avaliados em agua destilada 220% em relacdo a massa
inicial. A permeabilidade dos filmes PGG foi maior (p<0,05) que as encontradas
nos demais grupos. Este estudo sugere que a secrecdo de muco de Achatina
fulica apresenta propriedades antibacteriana contra Staphylococcus aureus e
Staphylococcus epidermidis. O uso de filmes a partir da secre¢éo glicoprotéica
de Achatina fulica melhora a cicatrizagdo de feridas no modelo murino.
Outrossim, quando os filmes sdo associados a fototerapia a laser de baixo
poténcia, esta € capaz acelerar a fase de remodelagdo da leséo,
proporcionando melhor arranjo arquitetbnico das fibras de coldgeno. Nos
ensaios de caracterizacdo observou-se que a alimentagdo dos moluscos com
dieta diferenciada pode gerar mucos com diferentes caracteristicas de

permeabilidade e coloracéo.

Palavras-chave: Achatina fulica, muco, filmes, caracterizacdo, laser,

cicatrizacao.
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DEVELOPMENT, CHARACTERIZATION AND EVALUATION OF THE
HEALING POTENTIAL OF FILMS PREPARED WITH THE MUCUS Achatina
fulica WITH OR WITHOUT LASER

WAGNO ALCANTARA DE SANTANA

ABSTRACT

The secretion of glycoprotein Achatina fulica has biological activities related to
antibacterial properties against gram positive and gram negative, fungicide, and
healing of mucus secreted. In order to develop, characterize and assess the
biological potential of films prepared from the mucous secretion of Achatina
fulica snails underwent massage foot and mucus gland thus obtained allowed
the preparation of films according to the casting technique. The animals used in
biological assays for assessing the potential healing, Rattus norvegicus Albinus
Wistar (250-300g) were divided into the following groups: CG - control group
without membrane; GCO - group treated with collagen-based membrane; LSG -
groups treated with membranes obtained from the mucus of A. fulica fed with
Lactuca sativa; LT - groups treated with laser; ACHLT - groups treated with
laser and membranes obtained from the mucus of A. fulica fed L. sativa. Initially,
the animals were anesthetized and wounded were carried on your back and the
membranes treated with the combination daily transcutaneous irradiation lasted
7 days. The wound area was surgically removed, the biological material being
subjected to histological processing and staining with hematoxylin-eosin (HE)
for the analysis of the inflammatory reaction, and with picrosirius red under
polarized light and analysis for the study of collagen deposition. Euthanasia of
animals was performed 3, 7, 14 and 21 days. Antimicrobial activity was carried
out by the technique of diffusion wells with Candida albicans strains ATCC
10231, Escherichia coli ATCC 15878, Pseudomonas aeruginosa ATCC 1024,
Staphylococcus aureus ATCC 9080, Staphylococcus epidermidis ATCC 19606,
Fusarium ATCC 9605, Salmonella sp. ATCC 5487. Was used as positive
controls, metronidazole 5 mg / ml (bacteria) and miconazole 0.25 mg / mL
(fungus) was used as negative and distilled water. In order to characterize the
films and their mucus of Achatina fulica fed on medicinal plants have been
formed thirty snails and offered ad libitum a diet with Lactuca sativa (lettuce),
Symphytum officinale L (comfrey) and Punica granatum (Pomegranate).

Analysis were performed to determine protein, determination of pH, chemical

Vil



composition and polyacrylamide gel electrophoresis. The films were prepared
according to the casting technique and subjected to macroscopic, colorimetric
analysis, scanning electron microscopy, swelling degree and transmission of
water vapor. The mucus showed a rate of 90% protein, pH-neutral, consisting of
over 98%, ash from 0.42% to 0.78% and lipids from 0.05% to 0.1%. The
polyacrylamide gel electrophoresis showed that the protein fraction of mucus
has molar mass close to the standards bovine serum albumin (66 kDa),
ovalbumin (45 kDa), glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (36 kDa),
carbonic anhydrase (29 kDa). The macroscopic form of the film showed
satisfactory handling characteristics of the same employment as dressings. The
colorimetric test revealed a statistical difference (p <0.001) in color between the
films from different food sources. Microscopic examination revealed the
formation of different forms on the surface of the film, with pore cross-cutting in
its entirety. The highest rate of swelling (347%) was observed when compared
to the films in distilled water measured 220% compared to the initial mass. The
permeability of the films PGG was higher (p <0.05) than those found in other
groups. This study suggests that the secretion of mucus of Achatina fulica has
antibacterial properties against Staphylococcus aureus and Staphylococcus
epidermidis. The use of films from the glycoprotein secretion of Achatina fulica
improves wound healing in mice. Likewise, when the films are associated with
phototherapy low power laser, this can accelerate the remodeling phase of the
lesion, providing better architectural arrangement of collagen fibers. In the
characterization tests showed that the feeding of the shellfish diet can generate

differentiated mucus with different permeability characteristics and coloring.

Keywords: Achatina fulica, mucus, films, characterization, laser, healing.
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Peso molecular
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1. INTRODUCAO

A zooterapia configura-se no uso de medicamentos elaborados a partir de
partes do corpo de animais, de produtos de seu metabolismo, como secrecdes
corporais e excrementos, ou de materiais construidos por eles, como ninhos e
casulos (COSTA NETO, 2000). Entre os moluscos, 0os gastropodas sdo 0s
animais de maior relevancia neste sentido, uma vez que neste grupo observa-
se potencial terapéutico em praticas zooterapicas (LORENZI, 2008). No
Nordeste brasileiro, os moluscos autéctones Pomacea sp. (arud) ja vém sendo
utilizados pela populacdo no tratamento de luxacdo dos pés, desenteria,
hemorroéidas e doencas respiratérias (NOMURA, 1996; COSTA NETO, 2000).

O gastropoda Achatina fulica, originario de ecossistemas africanos, foi
introduzido no Brasil como substituto comercial do escargot Helix sp. Contudo,
a ndo aceitabilidade destes na gastronomia brasileira desencadeou o descarte
desses moluscos no ambiente, tornando-o uma praga agricola devido a
auséncia de predador natural, e problema de saude publica relacionado a
transmissdo de Angiostrongylus sp (SOUZA, 2006). Por outro lado, estudos
cientificos tém relatado potencial atividade bactericida, fungicida, anti-tumoral e
cicatrizante que o muco apresenta com aplicacdo na area de saude, com a
intensificacdo destes efeitos a partir da adicdo de plantas medicinais na sua
dieta (MARTINS et al, 2003), o que possibilitou avaliar um possivel efeito
sinérgico muco-plantas medicinais em lesfes cirurgicamente induzidas em
animais de laboratério (LORENZI; MARTINS, 2008; SIRIO, 2008).

A secregdo cutanea (muco) liberada pelos moluscos é composta por uma
mistura de elevado conteudo protéico, proveniente de varias glandulas e
exsudato geral de células epiteliais (SIMKISS; WILBUR, 1977; LORENZI et al,
2008), o que possibilita gerar formulagdes farmacéuticas na forma de filmes.
Para tal, necessita-se desenvolver estudos aprofundados sobre as
caracteristicas biolégicas/adaptativas de Achatina fulica relacionadas a
obtencédo de nutrientes por via alimentar e sua incorporacdo/elaboracdo em
processos fisiolégicos, incluindo-se as secre¢fes glandulares, que possam
respaldar o desenvolvimento de biofarmacos e sua utilizagdo na zooterapia
(KUBOTA, 2003).

A incorporacdo de polimeros bioativos (farmacos sintéticos ou produtos

naturais) em materiais implantaveis para utilizacdo no reparo de lesdes
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teciduais, incluindo-se formulacbes em filmes, apresenta vantagens
relacionadas a aceleracdo do processo de granulagéo e epitelizacdo, além da
liberagédo controlada do produto diretamente no tecido lesionado (SRIVASTAVA
et al., 1990; HELARY et al., 2006; ALVES et al., 2008). O uso da malacofauna
na producdo destes filmes pode, portanto, ampliar o elenco de potenciais
produtos terapéuticos de origem natural (AOAGI et al., 2007), embasado pelas
atividades biolégicas detectadas ho muco deste animais. Neste contexto, ainda,
uma vez que a laserterapia de baixa poténcia tem a capacidade de promover
alteracBes fisico-biolégicas que podem ajudar na resolucdo do processo
inflamatério, atuando na reepitelizacdo, aceleracdo das mitoses e estimulo a
producédo de adenosina trifosfato e, em consonancia com a Politica Nacional de
Praticas Integrativas e Complementares (PNPIC) do SUS, a avaliagdo conjunta
de diferentes estratégias terapéuticas para o cuidado em saulde torna-se

relevante.

Em vista dos pressuspostos acima, o presente estudo foi organizado em trés
etapas que concernem: 1. Desenvolvimento de filmes e caracterizacao fisico-
quimica do muco/filme oriundo de Achatina fulica alimentadas com plantas
medicinais; 2. Avaliagédo de atividade antimicrobiana do muco de Achatina fulica
e; 3. Avaliagédo da atividade cicatricial em feridas de segunda inteng@o (modelo

murino) com/sem o uso da laserterapia.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Desenvolver, caracterizar e avaliar o potencial cicatrizante de filmes

preparados a partir da secre¢cdo mucosa de Achatina fulica.

2.2 Objetivos especificos

e caracterizar fisico-quimicamente o muco de Achatina fulica;

e avaliar a atividade antimicrobiana do muco de Achatina fulica.

e desenvolver membranas a partir do muco de Achatina fulica,
alimentadas com diferentes plantas medicinais;

e caracterizar os filmes desenvolvidos a partir do muco de Achatina fulica
alimentadas com diferentes plantas medicinais;

e avaliar a atividade cicatricial do muco, na forma de filme, de Achatina

fulica em feridas de segunda intengdo com e sem o uso da laserterapia.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Produtos naturais e salde

Os produtos nhaturais exercem importante papel na medicina moderna, uma
vez que sdo fontes de principios ativos que muitas vezes sdo de dificlil
producao sintética além de fontes de compostos basicos que, com pequenas
modificacBes, torna-se de grande interesse comercial. Compostos naturais de
origem vegetal ou animal também podem servir de modelos para
medicamentos sintéticos que tenham atividade biol6gica similar a do composto
natural (ROBBERS et al. 2007). A falta de acesso a medicina convencional e
aos medicamentos industrializados leva grande parte da populacdo mundial a
utilizar compostos de origem natural, seja para preven¢ao ou para o tratamento
de enfermidades (AKERELE, 2003).

Paises desenvolvidos, como Franca e Alemanha, reconhecem oficialmente a
utiizagdo de produtos naturais de origem vegetal e animal para fins
terapéuticos e possuem farmacopéias especializadas no assunto (CALIXTO,
2000). No Brasil, a recente aprovacgédo da Politica Publica de Plantas Medicinais
e Fitoterapicos visa garantir 0 acesso seguro e 0 uso correto de plantas
medicinais e fitoterapicos mediante o uso sustentavel da biodiversidade e o
desenvolvimento da indastria nacional, e estabelece diretrizes para agdes
direcionadas a melhoria da qualidade de vida da populacdo e do complexo
produtivo na area da saude (BRASIL, 2006). As diretrizes estabelecidas por
esta nova politica prevéem para as universidades a atribuicdo de promover
pesquisa e desenvolver técnicas e inovagdes em produtos naturais e de origem
vegetal e animal a partir de modelos e experiéncias existentes no Brasil e em
outros paises (ELISABETSKY et al. 2004).

A Politica Publica de Plantas Medicinais e Fitoterapicos estd em
consonancia com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) que sempre
preconizou o uso de terapias alternativas, integrando a medicina ocidental com
a popular tradicional. Essa entidade, durante a conferéncia de Alma-Ata,
recomendou formalmente que os recursos de medicina tradicional e popular
fossem utilizados pelos sistemas nacionais de saude, recrutando os praticantes
dessa medicina como aliados na organizacdo e implementacdo de medidas
para melhorar a satde humana (BRASIL, 2001).

O desenvolvimento da ciéncia de polimeros naturais tem contribuido para

propositos médicos e farmacéuticos e suas aplicagbes tém crescido
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rapidamente. Dentre estes os biopolimeros de origem animal destacam-se por
se apresentarem como um material biodegradavel e atoxico sendo utilizada na
industria de cosméticos, de alimentos, na agricultura, como fibra téxtil e no
tratamento de agua. Quando sdo aplicados na area de reabilitacdo dérmica
(cicatrizag&o), esse polimero é um biomaterial que favorece a reconstituicao
fisiologica da pele (KIM et al, 2005). Diversos biomateriais estdo sendo
utilizados no processo de reparo tecidual, os quais podem ser processados em
inUmeras formas, tais como folhas, esponjas, disperstes, géis, filmes, solucdes
injetdveis, sendo cada tipo adequado de acordo com suas propriedades e
caracteristicas (AOYAGI et al, 2007). Nos produtos para a pele, os polimeros
encontram diversas aplicagfes, principalmente devido a sua capacidade de
formar camadas protetoras transparentes que apresentam a propriedade de

reter a umidade, sem causar reacdes alérgicas.

3.1.1 Plantas medicinais

As plantas sdo, tradicionalmente, a principal estratégia do homem no
tratamento de doencas. Somente recentemente, com a evolugdo da quimica e
de tecnologia modernas, o homem conseguiu diminuir sua dependéncia do
reino vegetal como fonte de cura de suas enfermidades, tendo por outro lado,
ampliado o conhecimento sobre as propriedades vegetais bem como, sintetizar
moléculas ativas. Entretanto, o reino vegetal, continua sendo inegavelmente
uma importante fonte de principios ativos para a busca de novos medicamentos
(SCHEFFLER, 2008). Para Matos e Lorenzi (2002), a tendéncia de maior
preocupacdo com a biodiversidade e as idéias de desenvolvimento sustentavel
contribuiram para o estudo das plantas medicinais brasileiras, despertando o
interesse pela fitoterapia.

O estudo das plantas medicinais vem sendo caracterizado por diversos
pesquisadores (CAMARGO, 2003; SCHENKEL, 2003; SIANI, 2003; MIQUEL,
2004) como de carater multidisciplinar, interdisciplinar ou até mesmo
transdisciplinar. Esta pluralidade, idealmente, deveria ter como resultante um
entendimento integrado sobre todas as dimensdes que envolvem a fitoterapia:
cosmoldégicas/antropoldgicas, botanicas, agrondémicas, bioquimicas,
farmacologicas, toxicologicas, farmacotécnicas, clinicas (SIANI, 2003). A
etnoboténica ou a etnofarmacologia é o ponto de partida estratégica para tornar
o desenvolvimento de medicamentos e farmacos bioativos fitoterapicos mais

assertivo.
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Em 1978, avaliou-se que 80% da populacao dos paises em desenvolvimento
dependiam de plantas medicinais para suas necessidades bésicas de saude,
envolvendo o uso de extratos destas (BANNERMAN; CHEM, 2009). Este
cenério reflete que 3,5 a 4 bilhdes de pessoas desenvolvem atividades
relacionadas a plantas medicinais. Com base nesta realidade, a OMS (2004)
conclamou os paises membros a pesquisarem e utilizarem plantas medicinais,
como forma de tratamento, contribuindo para a qualidade de vida e
consequentemente a salde das populacoes.

A apesar da grande biodiversidade brasileira, sdo enormes 0s investimentos
com importacdo de matéria-prima de 90% dos medicamentos sintéticos
consumidos pela populacdo (CALIXTO, 2009). Com este potencial, Salles et al
(2008) constataram que pouco se produziu, em relagdo a utilizagdo destes
recursos naturais no Brasil. Por outro lado, vém sendo promovida a
implantacdo da fitoterapia e seus derivados nos servigos de saude publicos,
engquanto que em muitos centros vém se desenvolvendo pesquisa sobre as
propriedades farmacoldgicas de plantas medicinais, chegando a resultados
bastante promissores (SACRAMENTO, 2010).

Apesar de grande resisténcia, em maio de 2006, com a publicacdo da
Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares no SUS — PNPIC-
SUS, o Ministério da Saude avancou na questdo da expansao da pluralidade do
cuidado na saude brasileira. O processo de legitimacdo e institucionalizacéo
das praticas complementares no Brasil iniciaram-se no inicio da década de 80,
principalmente, apds a descentralizacdo, participacdo popular e crescimento da
autonomia municipal, promovidos pelo SUS. Em 1985 foi celebrado o primeiro
ato de institucionalizacdo da Homeopatia na rede publica de saude e desta data
até a publicagdo da PNPIC muitos atos foram registrados. No entanto, um
marco histérico desse processo foi a oferta de praticas complementares no
SUS e a criacdo de grupos de trabalho multiinstitucionais, para tratar da
Homeopatia e Fitoterapia (BRASIL, 2006).

Os principios que regulamentam o uso de recursos naturais determinam que
a taxa de extracdo de um recurso renovavel ndo deve exceder a sua taxa de
renovacdo, devendo existir maior apoio para estudos laboratoriais com
finalidade de aumentar determinados compostos sintéticos e,
conseqlientemente, diminuir a exploracdo dos recursos naturais, ao invés de
coletar populagbes inteiras de espécies na natureza, levando-as a exaustéo
(DIAS, 2003). Os vegetais tém sido amplamente empregados na assisténcia a

saude devido as suas propriedades medicinais, tais como antibacteriana,
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antifingica e atividades imunomodulatérias (BALBINO, 2005). Estudos tém
mostrado que plantas como Symphytum officinale L. (Confrey) (BARNA et al,
2007) e Punica granatum (romé) (GRACIOUS et al, 2001; CHINDAMBRA et al,
2004) tém sido utilizadas com sucesso em processos biolégicos a fim de
proporcionar melhorias na cicatrizacéo de feridas.

3.1.2 Symphytum officinale L — Confrei

Dentre as substancias naturais mais amplamente utilizadas para cicatrizacdo
de feridas cutaneas, destaca-se o confrei (Symphytum officinale), vegetal nativo
da Europa e Asia, embora seja comum em varias partes do mundo. Na
medicina popular empregam-se preparacdes utilizando raizes e folhas que,
apresentam  agdo  cicatrizante, antiinflamatoria, anti-reumatica e
antiulcerogénica. O sumo das folhas do confrei € indicado na cicatrizagdo de
feridas e a tintura destas pode ser manipulada em formulages farmacéuticas
de pomadas, usando vaselina, lanolina, ou qualquer outra substéancia gordurosa
para maior eficacia na absorgéo dos principios ativos (SALLES et al, 2008).

Em sua composicdo encontram-se alcaldides (nacleo pirrolizidina),
organicos, alantoina, saponinas triterpénicas, mucilagem e tanino. A alantoina é
responsavel pelo efeito cicatrizante e adstringente, pois estimula a formacao do
tecido de granulagéo, enquanto a mucilagem contribui para o efeito emoliente.
A experiéncia clinica demonstra que o uso do extrato de confrei provoca
aumento da temperatura e da circulacdo sanguinea local, diminuicdo da dor
com inicio de acéo rapido e efeito prolongado, e pronto regresso do processo
inflamatorio. Estes elementos em conjunto conferem ao confrei propriedades
curativas como emoliente, calmante e na consolidacdo de fraturas ésseas
(SOUZA, 2001; VANNIER, 2002; THOMSOM, 2003). As atividades biolégicas
da alantoina foram comprovadas através de ensaios clinicos e verificou-se que
esta substancia atua como cicatrizante, anti-irritante, hidratante e removedora
de tecidos necrosados (THOMSON, 2003; SAITO, 2005; POZETII, 2009).
Devido a presenca de alcaldides pirrolizidinicos, que sdo altamente
hepatotoxicos, a literatura homeopatica, mesmo a mais atual, registra
patogenesia restrita deste medicamento, como especifico para casos de
traumatologia 0ssea, retardo na consolidagdo de fraturas e dores peridsteas,

sendo considerado medicamento de ac¢édo limitada (POZETTI, 2009).
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3.1.3 Punica granatum - Roméa

A Punica granatum L., erva da familia Punicaceae, é popularmente
conhecida no Brasil como “roma”. Esta erva é oriunda da regidao do
Mediterraneo e apresenta folhas simples e flores isoladas, de corola vermelha
alaranjada e calices esverdeados, duros e coridceos. Seu fruto é redondo, de
casca coriacea, amarela ou avermelhada contendo inUmeras sementes
envolvidas por um arilo polposo, réseo-avermelhado (KAUSSHI et al, 2008).

As propriedades farmacolégicas da Punica granatum L. tém sido descritas
extensivamente e resultam na sua indicacdo para usos diversos, incluindo-se a
imunomodulacgéo, infeccdo bacteriana, infecgéo fungica, infeccdo parasitaria e
doenca periodontal (LONGTIN, 2003). Testes preliminares de toxicidade
realizado em roedores tém demonstrado que a roma apresenta baixa toxicidade
mesmo em altas dosagens (VIDAL et al, 2003). No Brasil, as folhas, cascas de
caule e frutos da roméa sédo usadas no tratamento de infec¢cbes de garganta,
rouquidao e febre, como anti-séptico e antiviral em processos inflamatérios da
mucosa oral e contra herpes genital. O suco especificamente se apresenta
benéfico no tratamento da lepra, enquanto a casca do caule também é usada
como vermifugo (MATOS, 2010).

Dentre os constituintes presentes no fruto da Punica granatum L. estdo os
alcaléides (peletierina, metilpeletierina, pseudopeletierina e isopeletierina),
manita, varios fendis, acido elagico e acido galico. A casca da roma contém,
aproximadamente, 20% de taninos, incluindo punicalina, punicalagina,
granatinas A e B, galagildilactona, casuarinina, pedunculagina, telimagrandina |
e corilagina (FETROW et al, 2000). Foram isolados de P. granatum, dois novos
acidos elagicos ramnosideos, acido metilelagico-3-O ramnopiranosideo 4-O-alL
e acido dimetilelagico 3,4’-O ramnopiranosideo 4 -O-Al (EL-TOUMY et al,
2003).

O potencial antimicrobiano do extrato etandélico de P. granatum foi avaliado
in vitro frente a amostras humanas de Staphylococcus aureus de origem
humana. Avaliou-se, ainda, o perfil de sensibilidade dessas cepas, diante dos
antimicrobianos usados rotineiramente na clinica médica, como também a
deteccdo da producdo de alguns fatores de viruléncia (coagulase, hemolisina e
lipase). Foram ainda avaliadas as propriedades antimicrobianas de varias
plantas comumentemente usadas pela populacdo de Porto Rico contra
Escherichia coli e Staphylococcus aureus (MELENDEZ et al, 2006). Os

resultados deste estudo mostraram que os extratos metandlicos de Citrus
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aurantifolia (Rutaceae), Citrus aurantium (Rutaceae), Punica granatum
(Punicaceae), Phyllanthus acidus (Euphorbiaceae) e Tamarindus indica
(Caesalpiniaceae) possuem elevada atividade antibacteriana in vitro frente as
bactérias testadas.

3.2 Achatina fulica

Achatina fulica é uma espécie de molusco introduzida no Brasil, com a
finalidade de comercializagdo em substituicdo ao escargot (Helix aspersa), por
obter valor comercial mais convidativo. Esse molusco, que apresenta potencial
papel de agente transmissor de Angiostrongylus sp., provoca grandes prejuizos
a saude publica e agricultura (FISCHER et al, 2006). O nematddeo
Angiostrongylus costaricensis provoca um quadro de meningite eosinofilica
denominada angiostrongiliase meningoencefalica, enquanto Angiostrongylus
cantonensis que € responsavel pela angiostrogiliase abdominal. Esta forma
patogénica pode evoluir até o Obito do paciente em funcdo de perfuragédo
intestinal, periotinite e hemorragia intestinal (TELES et al, 2007).

A. fulica possui elevado potencial reprodutivo, podendo realizar uma postura
anual de até 1600 ovos, e habito generalista, alimentando-se de frutas,
verduras, hortalicas, papeldo, plastico e tinta de parede (CASSO-LOPES,
2007). Uma vez que este molusco ndo possui predador natural, teve sua
proliferacdo favorecida, estando atualmente configurado na lista das 100
principais espécies invasoras do mundo (REIBMAN, 2010). Esta elevada
densidade populacional tem despertado a atencdo das autoridades brasileiras
gue véem nesta espécie exotica um potencial competidor dos moluscos
nativos, uma praga na agricultura e um possivel hospedeiro intermediario de
nematdédeos (FISCHER, 2006). A infeccdo humana por Angiostrongylus sp.
ocorre pela ingestdo acidental de verduras, hortalicas e, provavelmente, de
agua contaminada com larvas dos parasitas que se encontram no muco que o

molusco libera ao se deslocar (PAIVA, 2006).

3.2.1 Muco (secrecéo glicoprotéica)

O muco liberado pelos moluscos é um fluido resultante da mistura da
secrecdo de varias glandulas, sendo certo que suas principais funcdes sao agir
como veiculo de transporte de particulas da superficie ciliada; secretar
produtos; transferir agua e eletrélitos através da epiderme e auxiliar na

locomocéo. Alteracdes da pressao sanguinea permitem a liberacdo de muco na
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locomocéo ou nas fibras musculares controladas nervosa ou endocrinamente e
dispostas ao redor das glandulas que levam a liberagdo do muco quando
contraem (CAMPION, 1961).

Nos moluscos terrestres pulmonados, a liberagdo do muco ocorre por
secrecdo apoécrina, sendo esta composta por uma mistura de materiais
provenientes de varias glandulas cutaneas (FRETER, 2007). A principal funcao
biolégica natural do muco cutaneo dos escargots é a da protecao, porém a sua
viscosidade auxilia em diversas funcdes, tais como locomocado, captura de
alimentos, reproducdo e protecdo a desidratacdo ao prevenir a evaporacao da
umidade (IGUCHI et al, 2001).

A secrecdo glicoprotéica (muco) de A. fulica apresenta, por outro lado,
alguns efeitos biolégicos, tais como, propriedades antibacterianas contra
microrganismos gram positivos e gram negativos (IGUCHI et al, 2001; KUBOTA
et al, 2003; FUCHINO et al, 2004) envolvidos na dindmica do processo de
cicatrizacdo. Além disso, este muco foi testado em feridas cirdrgicas de animais
de experimentacdo e apresentou comprovada eficiéncia na melhoria da
absorgcdo cutédnea durante o processo de reparo cicatricial (MARTINS et al,
2003; SIRIO, 2008).

Kubota et al (2003) descreveram também a presenca de uma proteina ou
um polipeptideo, sendo mais provavelmente a mucina, com poder
antimicrobiano para bactérias gram-positivas (Bacilos subtilis e Staphilococcus
aureus) e gram negativas (Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa),
ocorrendo no muco dos escargots e inibindo o crescimento bacteriano quando
em presenca desta. Otsuka-Fuchino et al (2007) purificaram a glicoproteina
“achatin” do escargot gigante africano, a qual tem alto peso molecular e relatam
que esta proteina destréi a superficie do Staphilococcus aureus, ndo causando
nem deslocamento, nem destruicAo de células eucaridticas. O poder
antimicrobiano de determinadas substéncias pode auxiliar nos processos de
reparacdo de feridas de origens diversas, pois quanto menor a infec¢éo, mais
rapida sera a cicatrizagao.

Mais recentemente tem sido proposto que o tipo de fonte alimentar vegetal
dos moluscos pode influenciar a composicdo do muco, integrando o0s
metabdlitos secundarios das plantas apos a digestdo (LORENZI; MARTINS,
2008; SIRIO, 2008).

Em um estudo realizado por Mitra, Sarkar e Allen (1988), purificou-se a
aglutinina (PM=70.000) presente no muco de moluscos Achatina sp por

afinidade cromatografica, a qual é incapaz de aglutinar eritrocitos humanos. Os
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aminoacidos predominantes no muco foram o &acido aspartico e o &cido
glutdmico (ou amidas) e serinas. Com relacdo ao contetudo de carboidratos
(10%), o acucar mais abundante é o N-acetilglucosamina.

Estes animais sé@o claramente resistentes as infec¢des por microrganismos,
0 que indica a existéncia de um fator antibacteriano presente no muco. Kubota
et al (1985) descreveram a presenca de uma proteina ou um polipeptideo,
sendo mais provavelmente a mucina, com poder antimicrobiano para bactérias
gram-positivas  (Staphilococcus aureus e Staphilococcus epidermides)
encontrado no muco dos escargots e inibindo os crescimentos bacterianos
guando em presenca deste. A atividade antibacteriana também foi relatada
para bactérias gram-negativas (Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa)
relativas as fragdes soluveis em agua e mucina (IGUCHI et al, 2001). A ag&o do
“Achacin” assemelha-se aquela de antibiéticos pertencentes ao grupo dos beta-
lactamicos, que inibem a sintese de peptideoglicano na superficie celular,
assim como ocorre na utilizagdo das penicilinas (OTSUKA-FUCHINO et al,
1992). Ademais, a grande atividade inibitéria de crescimento tanto para
bactérias gram-positivas quanto bactérias gram-negativas sugere que a célula
bacteriana seja atacada por um fator antibacteriano extra-parede celular
(KUBOTA et al, 1985).

O muco de Achatina fulica apresentou efeitos reparadores em leséo tecidual,
sob a formulacdo pura e de pomada, em lesGes geradas por instrumentos
cortantes na pele do dorso de coelhos (MARTINS, 2003). Comprovou-se que a
acao antibacteriana estava relacionada com a presenca do polipeptidio mucina,
sendo que quanto menor a infeccao mais rapida sera a cicatrizacdo (KUBOTA
et al, 1985; LORENZI 2007; SIRIO et al, 2008).

3.3 Filme de biopolimeros

Polimero é uma substancia que é formada por cadeias moleculares longas,
criadas a partir da repeticdo de uma molécula menor basica, chamada mero.
Os polimeros, podem apresentar carga global positiva ou negativa em pH
biologico. As cargas positivas interagem preferencialmente com tecidos
negativamente carregados, tais como pele e cabelo, fazendo com que esta
capacidade bioadesiva seja o principal fator determinante para 0 seu uso em
curativos. A produgdo de blendas € uma forma de obter novos materiais
poliméricos sem haver a necessidade de investir no desenvolvimento de novos

mondémeros ou de novos processos de polimerizagdo (SPADARO et al, 1996).
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O uso de bandagens constituidas por biopolimeros naturais tem sido muito
difundido na &rea de salude por apresentarem capacidade de interagir com as
células do tecido lesado, e ndo somente encobrir a ferida como a maioria das
faixas, enviando-lhes sinais que controlam as suas atividades funcionais
permitindo a regeneragéo tecidual. Desta forma, o desenvolvimento de filmes
bioativos tende a imitar o ambiente celular proporcionando uma melhor
recuperacao (KAOS, 2003). Neste contexto biotecnoldgico, pode-se citar a
quitosana (ALBUQUERQUE JUNIOR et al, 2008), biopolimero da cana-de
acucar (MAYER et al, 2011) e coldgeno (NUNES et al, 2011). Os filmes
bioativos que séo absorvidos e degradados possuem a habilidade de servir de
suporte para o crescimento de novos vasos sanguineos, e possibilitam a
nutricdo das células que preenchem o tecido afetado e o acesso das células de
defesa ao local, ou seja, permitem adesdo, migracdo e proliferacdo celular
(GIRARDI, 2005).

A fabricacdo do filme pode ser feita através de processos biotecnoldgicos,
na qual depois de purificada d& origem a uma pelicula extremamente fina,
porosa e resistente, que em seguida é perfurada artificialmente, adequada para
tratar qualquer tipo de leséo da pele, sendo elas feridas, cortes, queimaduras,
escoriagcbes ou qualquer outro ferimento. Estes polissacarideos alem de
apresentar baixo custo, ndo causam dor ou reacdes adversas e apresenta
melhor regeneracao dos tecidos da pele, pois sua caracteristica porosa permite
a manutencédo do liquido organico da lesdo e as trocas gasosas (DINIZ, 2006;
NUNES et al, 2011). Apesar de proteinas de origem vegetal ser mais
amplamente estudada (AYDT, 1991; GENNADIOS, 1993; GENNADIOS, 1994,
GHORPADE, 1995; GNANASAMBANDAM, 1997; BRANDENBURG, 2003),
provavelmente devido a sua abundancia e baixo custo nos paises
desenvolvidos, as animais produzem moléculas que podem formar filmes
bioativos (NOLES et al, 2010).

O potencial de cicatrizacdo observado no muco de moluscos (LORENZI;
MARTINS, 2008) e a capacidade destes em incorporar propriedades de plantas
com acOes terapéuticas através da alimentagdo, possibilita a producédo de

novas formulagfes farmacéuticas, dentre elas o filme bioativo (DINIZ, 2006).

3.4 Processo cicatricial

A cicatrizacdo € um processo organico de restauracdo da lesao induzida por

agressao local que envolve complexas alteragdes entre as células e os

26



componentes da matriz extracelular. O processo cicatricial ocorre de duas
formas: cicatrizagao por primeira intengéo, que se caracteriza com uma ferida
fechada nao infectada, em que ha aproximacao das bordas da ferida, evoluindo
para a producao de uma cicatriz, ou cicatrizacdo por segunda intencdo, que €
uma ferida aberta ndo infectada, preenchida, inicialmente, por tecido de
granulagéo, que contrai para formar uma cicatriz (BRASILEIRO FILHO, 2000).
Em vista disso, varios estudos sobre farmacos que acelerem o processo
cicatricial ttm sido desenvolvidos (ARAUJO et al, 1998; MUZZARELLI, 2008).

O fendbmeno cicatricial envolve uma série de processos que visa a
recuperacao de elementos estruturais celulares e compreende basicamente a
eliminacdo dos tecidos desvitalizados, a regeneragdo do tecido vascular e
conjuntivo, a epitelizacdo e a retracdo (BALBINO et al, 2005; BLANES, 2004,
CORSI, 1995; FERNANDES, 2004). Sehn et al (2009) afirmam que a
cicatrizacdo pode ser dividida em fases distintas, caracterizadas pelo tipo de
célula predominante e segue uma sequéncia harmoniosa de eventos que
ocorrem simutaneamente: inflamacdo, repitelizagdo, reconstrucdo dérmica,
contracao e remodelagéo.

A resposta inflamatdéria esta estreitamente ligada ao processo de reparacao
tecidual e atua na destruicdo, diluicdo ou encerramento do agente agressor,
pondo em movimento uma série de eventos que, tanto quanto possivel,
promovem a cicatrizagdo e reconstituem o tecido danificado. Contudo, a
inflamacado e a reparacdo, quando ndo bem-coordenadas, sdo potencialmente
lesivas (CLARK, 1996; NETTO et al, 2007).

Quando a pele é traumatizada desencadeia-se um mecanismo de defesa
natural chamado de inflamag&o aguda e inUmeras interagcdes ocorrem entre as
macromoléculas do sistema imune. Esses mediadores ndo agem apenas no
local da lesdo, mas também sistemicamente, por ativacdo da via inflamatoria e
do sistema imune, envolvido e modulado por citocinas induzidas logo apés a
leséo, por fatores de crescimento e por outras células endoteliais vasculares
(DOKUMCU et al, 2008).

Em determinadas circunstancias, como um efeito em cadeia, a resposta
inflamatoria torna-se generalizada, uma vez que o excesso de citocinas, a
ativacdo de leucécitos e células endoteliais leva a producdo excessiva de
substancias inflamatérias, podendo levar a apoptose. Os papéis do fator de
necrose tumoral a (TNF-a), interleucina-18 (IL-1B) e interleucina-G (IL-G)
também sdo importantes na resposta inflamatéria. Estas trés citocinas séo

originarias, principalmente, da ativagdo dos macrofagos e sdo descritas como
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indicadores da gravidade da lesdo, bem como da infeccdo (DOKUMCU et al,
2008 ; SUMER et al, 2008).

ApoOs a lesdo, trés fases interdependentes e sobrepostas séo identificadas a
fim de reparar o processo cicatricial: fase inflamatéria ou exsudativa, fase
proliferativa ou fiblobastica, e a fase cicatricial ou de contracdo (KAGAWA et al,
2009).

A fase inflamatéria tem inicio imediatamente apos a lesdo ou trauma, em
que ocorre a vasoconstriccdo reflexa, mantida posteriormente por substancias
vasoativas (histamina e bradicinina) seguida de uma vasodilatacdo, com
extravasamento de plasma, eritrocitos e leucotcitos para este local que
apresentard manifestacdes clinicas de dor, rubor, calor e tumor (CORSI, 1995;
MANDELAUBAN et al, 2003). Os neutréfilos sdo as primeiras células de defesa
a migrarem para o local da lesdo. Eles realizam a fagocitose, a lise do tecido
desvitalizado e destroem as bactérias, atuando, entdo, no controle do processo
infeccioso. Sua atividade é evidenciada por anticorpos presentes na ferida em
virtude das alteracdes vasculares. Devido a vida curta dos neutrdéfilos, estes
sdo gradativamente substituidos por outras células do sistema de defesa,
caracterizando a fase cronica do processo. A inflamacéo crénica € considerada
de duracdo prolongada (semanas ou meses), e, tem como uma das principais
caracteristicas, a lesdo tecidual continuada, com infiltracdo de macréfagos que
dao continuidade a fagocitose iniciada pelos neutréfilos. Os macréfagos
controlam a formacéo do tecido de granulacdo, uma vez que influenciam a
angiogénese e estimulam a proliferacdo de células mesenquimais, além da
migracdo e proliferacdo dos fibroblastos (MANDELAUBAN et al, 2003). Além
dos macrdfagos, outras células inflamatérias encontram-se presentes na fase
cronica do processo cicatricial tais como: linfocitos, plasmacitos, eosindfilos, em
resposta aos antigenos invasores (CORSI et al, 1995).

A fase proliferativa se caracteriza pelo intenso aumento de fibroblastos e
neoformacao vasculo-capilar, que se inicia por volta do quinto ao décimo quarto
dia apos a lesdo. Nessa fase, as células endoteliais se multiplicam, formando
corddes solidos que entremeiam os fibroblastos. Posteriormente, esses corddes
se canalizam, resultando em tecido de granulagdo, com aspecto granuloso,
avermelhado e pouco resistente (KUMAR et al, 2005; ALBUQUERQUE
JUNIOR et al, 2008 ).

A eliminacdo dos tecidos desvitalizados apresenta maior importancia nas
lesbes térmicas profundas, ja que ha acumulo local de glébulos brancos que,

lentamente, vao promovendo a lise das fibras colagenas por meio da liberacao
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de substancias enzimaticas, fagocitando detritos celulares e produzindo
espécies reativas de oxigénio, evitando a contaminacdo por microrganismos
(DIEGELMANN; EVANS, 2004; FERNANDES, 2004; MORIMOTO et al, 2005).

As células inflamatérias sdo responsaveis pela producéo de diversos fatores
de crescimento e citocinas que, associadas a baixa concentracdo de oxigénio,
iniciam o processo de reparo tecidual, atraindo fibroblastos e queratinécitos de
areas adjacentes a lesdo. A medida que a concentracéo local dos fatores de
crescimento e citocinas se elevam, os processos de regeneracdo vascular e
fibroplasia se intensificam através da angiogénese, migracdo e proliferacao
fibroblastica, formando um tecido rico em elementos vasculares e celulares,
denominado tecido de granulacdo que, aos poucos, vai se alastrando e
preenchendo o vazio resultante dos tecidos eliminados (McDOUGALL et al,
2006; NARINE et al, 2006; CARLUCCI et al, 2007; TENIUS et al, 2007).

Na dindmica cicatricial, a sintese de colageno inicia-se ao terceiro dia, atinge
seu pico maximo em trés a seis semanas e entra na fase de remodelagéo, em
gue o colageno tipo Il € o primeiro a ser sintetizado e, a medida que ocorre
maturacado do tecido ele é gradativamente substituido pelo colageno tipo |
(CARNEIRO et al, 2005; ALBUQUERQUE JUNIOR et al, 2008). Nessa fase,
ocorre formacdo do epitélio e contracdo da ferida em virtude da proliferacédo
celular (HUPP, 1996; MUZZARELLI, 2008). Além da migracao e proliferacéo de
gueratindcitos a partir da margem da ferida para o centro da lesdo, a presenca
de restos de foliculos pilosos, de glandulas sebaceas ou sudoriparas
remanescentes contribuem para o crescimento dos nucleos epiteliais, ou seja,
guanto mais abundantes os restos de anexos de pele, mais confluentes seréo
as ilhotas germinativas do epitélio, e a cobertura mais rapida da area lesionada
(DEMLING; WAY, 1993; DIELGEMANN; EVANS, 2004; DINO et al, 2001;
GUIRRO, 2002; ROCHA et al, 2006).

E importante ressaltar que, nessa fase, a proliferacio de uma célula
mesenquimal especializada no tecido de granulacdo adquire caracteristicas de
células musculares lisas, denominadas miofibroblastos, com grande
capacidade contrétil. Elas promovem a contragcdo central das bordas da ferida
aberta, garantindo aumento da for¢a ténsil da cicatriz. Estas células sdo
expressas em condi¢Bes patoldégicas como resposta a uma injaria no tecido, e a
medida que se formam novas camadas de reacdo de granulacdo, as mais
profundamente situadas, as mais antigas, vao perdendo sua riqueza em vasos,
e os fibroblastos e feixes de colageno passam a predominar (HUPP, 1996;
MUZZARELLI, 2008).
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3.5 Associagao de recursos terapéuticos com laser

A utilizacdo do laser como recurso terapéutico pode acelerar a cicatrizacao
da ferida, e minimizar os prejuizos secundarios a sua presenca (DEMIR;
BALAY; KIRNAP, 2004). A radiacdo laser apresenta efeitos primarios que
atuam a nivel celular promovendo aumento do metabolismo, podendo aumentar
a proliferacdo, maturacao e locomocdao de fibroblastos e linfécitos, intensificar a
reabsor¢cdo de fibrina, aumentar a quantidade de tecido de granulacdo e
diminuir a liberacdo de mediadores inflamatérios, acelerando assim o processo
de cicatrizacéo (SILVA; HAIDAR; MUSSKOPF, 1998; BOURGUIGNON-FILHO
et al, 2005).

O laser é um instrumento foto estimulante, ou seja, de principio determinado
por producéo de energia e, que segundo Lima et al (2004), emite uma radiacao
eletromagnética ndo-ionizante que difere das demais fontes luminosas. Para
Bagnato (2005), “o principio basico de funcionamento do laser esta baseado
nas leis fundamentais da interagdo da radiacdo luminosa com a matéria”. O
Power laser emite radiacbes de “alta poténcia’, sendo assim utilizados em
procedimentos industriais e cirargicos, por seu potencial destrutivo. O Mid laser
emite radiacbes de “média poténcia”, apresentando efeito nao-destrutivo
semelhante ao do Soft laser, com a diferenca que o uUltimo emite radiagbes de
“baixa poténcia”.

A partir dessa classificagcao utilizam-se os laseres dos tipos Mid e Soft para
fins terapéuticos, devido a sua caracteristica ndo destrutiva. Os laseres
terapéuticos podem ainda apresentar caracteristicas diferentes de acordo com
seu comprimento de onda (SIQUEIRA; BERTOLINI, 2004), sendo utilizado para
acelerar o processo cicatricial, em associacdo ao tratamento convencional de
feridas. Segundo Garcia e Okamoto (2004), o laser estimula as membranas
celulares e mitocéndrias, induzindo uma biomodulag&o celular, sendo indicado,
desta forma, em quadros patolégicos para acelerar o processo de reparo
tecidual, e diminuir quadros edematosos e algicos, agudos ou cronicos.
Bagnato (2005) e Correa; Bertolini (2003) assinalam que o laser, quando
absorvido pelos tecidos, causa efeitos primarios e secundarios. Os efeitos
primarios sdo bioquimicos e consistem na liberagdo de substancias
préformadas (histamina, serotonina, bradicinina) que estimulam a producédo de
ATP e inibem a producédo de prostaglandinas; bioelétrico, que compreende a
melhora do funcionamento da Bomba Sddio e Potassio (responsavel pela

manutencéo do potencial de membrana celular) pelo aumento da producéo de
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ATP; e bioenergético, que é a normalizacdo energética do bioplasma. Os
efeitos secundarios decorrentes consistem primeiramente na circulagéo local
através do efeito bioquimico de liberagcdo de histamina, e aumento do trofismo
celular, devido ao efeito bioelétrico de aumento da producdo de ATP,
velocidade mitética e de reparo tecidual. O laser apresenta, a partir destes
efeitos, atvidade terapéutica como analgésico, antiinflamatério, antiedematoso
e cicatrizante (BERTOLINI, 2003; MELO et al, 2011).

3.6 Colageno

O colageno representa cerca de 30% da proteina existente no organismo de
vertebrados e estd presente em tecidos que possuem funcdo mecénica. A
matriz extracelular constitui a maior classe de proteinas fibrosas insolaveis nos
tecidos conjuntivos. Os componentes da matriz extracelular estdo organizados
em um complexo esquema hierarquico, sendo composta por componentes
fibrilares (colagenos fibrilares e fibras elasticas), néo fibrilares (proteoglicanas e
glicoproteinas ndo colagénicas) e as microfibrilas (coldgeno tipo IV e
microproteinas associadas a elastina) (FORTI et al, 2006; FREITAS et al, 2002;
HAGA et al, 2005; NIMNI et al, 1987).

O maior componente da matriz é o colageno, que existe em uma variedade
de 24 tipos com caracteristicas proprias (CARVALHO, 2001). Cada tecido
possui uma organizacdo especifica das fibras colagenas, podendo variar de um
arranjo relativamente aleatério das fibras no tecido conjuntivo frouxo a um
arranjo muito organizado e paralelo nos tecidos conjuntivos regulares densos,
sendo esses componentes encontrados também em pele, ligamento e 0ssos
(WHITING, 2001). Segundo Nunes (2010), o colageno é classificado pela sua
organizacado molecular como tipos I, Il e Ill. O tipo | € o mais abundante na
matrix extracelular de tendfes, sendo também encontrado na pele, ossos e
ligamentos; locais em que forcas extremas sdo transmitidas,
predominantemente, em animais de grande porte. O tipo Il é encontrado,
principalmente, em cartilagens e humor vitreo, e o tipo Ill € mais abundante no
tecido conjuntivo frouxo, na derme, nas paredes dos vasos sanguineos e trato
gastrintestinal. O colageno ainda é classificado em tipo IV, encontrado na
membrana basal (VIEIRA, 2007; ALBUQUERQUE-JUNIOR et al, 2009).

O processo de formacéo do coldgeno se da no reticulo endoplasmatico dos
ribossomos, por meio de uma sequéncia-sinal de carater hidrofébico que ira,

posteriormente, determinar o processo de sintese do coldgeno. Durante todo o
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processo, Varios eventos acontecem, desde a hidroxilagdo em residuos de
lisina e prolina até as reac6es de glicosilagdo sobre os residuos de hidroxilisina
(CARVALHO, 2001). A hidroxilagdo da prolina é necesséria para estabilidade
da estrutura helicoidal da molécula. As hidroxilagdes da lisina, por sua vez, sdo
importantes tanto para glicosilgalactosildroxilisina, como para a formacéo do
derivado aldeido hidroxilisina que, juntamente com a lisina, participam do
processo de formacdo de ligacBes cruzadas inter e intramoleculares. Essas
ligacdes contribuem para aumentar a capacidade das fibras de colageno de
resistir as forcas de tensdo. Estas hidroxilagdes da prolina e da lisina sdo
realizadas por duas enzimas, a prolil-hidroxilase e a lisilhidroxilase. A atividade
de ambas depende da presenca de oxigénio, a-cetoglutamato e de cofatores,
como acido ascorbico e ion ferroso. Uma dieta deficiente em acido ascorbico
resulta em fragilidade vascular, hemorragias freqlentes e enfraquecimento
devido a diminuicAo da quantidade de ligagbes cruzadas intra e
intermoleculares (CARVALHO, 2001).

A unidade fundamental do colageno é a molécula de tropocolageno,
constituida em trés cadeias polipeptidicas espiraladas de aproximadamente, mil
aminoacidos que correspondem a uma tripla hélice. As extremidades
geralmente n&o estdo em conformagédo helicoidal, favorecendo a ocorréncia de
ligacBes cruzadas que aumentam a estabilidade das fibras colagenas, mas que
em excesso pode tornar o colageno rigido. A hidroxilacdo dos residuos de
prolina e de lisina constitui um evento de fundamental importancia para a
formacdao do colageno (WHITING; ZERNICKE, 2001).
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RESUMO

O muco cutaneo liberado por moluscos tropicais da espécie Achatina fulica
pode ser utilizado como material formador de filmes por possuir biopolimeros
capazes de se estruturarem na forma de rede polimérica. As substancias
presentes neste muco possuem reconhecidas propriedades fungicida,
bactericida e cicatrizante. Com o objetivo de desenvolver e caracterizar filmes
de Achatina fulica alimentadas com diferentes plantas medicinais foram
formados grupos de trinta moluscos e oferecida ad libitum uma dieta com
Lactuca sativa (alface) controle de plantas, Symphytum officinale L (confrei) e
Punica granatum (romd). Para caracterizar o muco foram realizadas andlises de
determinagdo de proteina, determinacdo do pH, composi¢cdo quimica e
eletroforese em gel de poliacrilamida. Os filmes foram elaborados segundo a
técnica casting seguida da caracterizagdo por meio das andlises de avaliacdo
macroscopica, andlise colorimétrica, microscopia eletrénica de varredura, grau
de intumescimento e transmissdo de vapor de éagua. Os resultados de
caracterizacdo do muco mostrou um indice de 90% de proteinas, com uma
faixa de pH dentro da neutralidade, constituido de umidade acima de 98%,
cinzas entre 0,42% a 0,78% e lipideos entre 0,05% a 0,1%. A eletroforese em
gel de poliacrilamida demonstrou que a fracdo protéica do muco apresenta
massa molar proximas aos padrbes albumina bovina (66 kDa), ovalbumina (45
kDa), gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (36 kDa), anidrase carbbnica (29
kDa). As analises de caracterizacdo de filmes mostraram que a forma
macroscopica do filme apresentou caracteristicas de manipulacdo satisfatéria
ao emprego dos mesmos como curativos. O ensaio de colorimetria revelou
diferenca estatistica (p<0,001) de cor entre os filmes com alimentagcdo
diferente. A avaliagdo estrutura microscépica dos filmes revelou formacdo de
formas diferenciadas na superficie do filme, com poros tranversais em toda a
sua extensdo. Os valores encontrados no ensaio do grau de intumescimento
em solucdo de HCI 0,1N, apresentaram maior indice de intumescimento 347%,
guando comparado aos filmes avaliados em 4gua destilada 220% em relagéo a
massa inicial. A permeabilidade dos filmes PGG foi maior (p<0,05) que as
encontradas nos demais grupos. Este estudo sugere a alimentacdo dos
moluscos com dieta diferenciada pode gerar mucos com diferentes

caracteristicas de permeabilidade e coloragao.

Palavras-chave: Achatina fulica, muco, filmes, biopolimeros
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INTRODUCAO

Diversos estudos tém se concentrado em promover a incorporacao de
compostos bioativos (farmacos sintéticos ou produtos naturais) em biomateriais
implantaveis, a exemplo de filmes, especialmente em virtude das vantagens
relacionadas a uma aceleracdo do processo de granulacéo e epitelizacdo e a
liberacdo controlada do produto incorporado diretamente no tecido danificado
(SRIVASTAVA et al.,, 1990; HELARY et al.,, 2006; ALVES et al.,, 2008,
ALBUQUERQUE JUNIOR et al, 2009). Estes biomateriais estdo sendo
utilizados no processo de reparo tecidual, os quais podem ser processados em
inimeras formas, tais como folhas, esponjas, dispersdes, géis, filmes, solu¢des
injetaveis, sendo cada tipo adequado de acordo com suas propriedades e
caracteristicas (AOYAGI et al. 2007).

Os filmes constituidos por biopolimeros tém sido muito utilizados no
processo de cicatrizacdo por apresentarem capacidade de interagir com as
células do tecido lesado, e ndo somente encobrir a ferida como a maioria das
faixas (KAOS, 2003). Os filmes bioativos que s&o absorvidos e degradados
possuem a habilidade de servir de suporte para o crescimento de novos vasos
sanguineos, e possibilitam a nutricdo das células que preenchem o tecido
afetado e o acesso das células de defesa ao local, ou seja, permitem adeséo,
migracgao e proliferagcéo celular (GIRARDI, 2005).

Apesar das proteinas de origem vegetal ser mais amplamente
estudadas (AYDT, 1991; GENNADIOS, 1993; GENNADIOS, 1994;
GHORPADE, 1995; GNANASAMBANDAM, 1997; BRANDENBURG, 2003),
provavelmente devido a sua abundancia e baixo custo nos paises
desenvolvidos, as proteinas animais demonstram excelente capacidade
formadora de filme bioativos (NOLES et al, 2010).

A substancia mucoglicoproteica liberada pelo molusco tropicais da
espécie Achatina fulica possui alto teor de proteinas (SIRIO et al, 2008), que
sdo capazes de formar uma rede polimérica na forma de filme. Atualmente,
com o campo da biotecnologia, 0 uso da malacofauna na producdo de filmes
tem sido amplamente difundido com o objetivo de aumentar a possibilidade de
arsenal terapéutico com produtos de origem natural (AOYAGI et al, 2007). O
potencial de cicatrizacdo encontrado no muco (LORENZI; MARTINS, 2008) e a
capacidade de incorporar as propriedades de plantas com acdes terapéuticas
através da incorporacao das mesmas na alimentacdo do molusco, possibilita a

producdo de novas formas farmacéuticas dentre elas o filme. De acordo com
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Diniz (2006), tais produtos apresentam atividade cicatrizante devido ao material
mucoglicoproteico enriquecido com compostos quimicos adquiridos das ervas
introduzidas na dieta do molusco.

O objetivo deste estudo foi desenvolver e caracterizar fisico-
guimicamente filmes obtidos a partir do muco de Achatina fulica alimentadas

com diferentes ervas medicinais.
MATERIAL E METODOS
Material biolégico

Os moluscos A. fulica foram coletados na area urbana de Sergipe/Brasil,
de acordo com o método descrito por Fischer e Colley (2005), ap0s aprovagéo
pelo Comité de Etica (Protocolo 101107). Os molscos foram submetidos a
massagem da glandula podal, a fim de estimular a liberagdo de secrecéo
mucoglicoproteica pelo espécime. As fezes e muco dos caramujos foram
submetidos a avaliagdo parasitolégica (HOFFMAN; JONES; PONS 1934) para
garantir a auséncia de infec¢des parasitarias. Os animais foram divididos em
trés grupos: LSG - Controle, trinta animais alimentados com uma dieta com
Lactuca sativa (alface), SOG - trinta animais alimentados com uma dieta com
Symphytum officinale L (confrei) e PGG - trinta animais alimentados com uma
dieta com Punica granatum (rom&). Os animais foram alimentados ad libitum e

mantidos em laboratério em condi¢es controladas de temperatura e umidade.

Caracterizagdo do muco

Determinacdo de proteina

A determinacdo de proteina das trés amostras (LSG, SOG e PGG) foi
realizada pelo método de Lowry (ZAIA, 2008) utilizando albumina como padrao.
O experimento foi realizado na auséncia de luz e os dados obtidos pela
determinacdo da absorbancia no comprimento de onda de 750 nm usando um
espectrofotdmetro (Sigma DUR 708 k415, RJ, Brasil).

Determinacao do pH
Para determinar o pH do muco em pHmetro (Voltex 5000, modelo W3B,
SP, Brasil), foi utilizado o muco diluido em agua destilada (1:1). O experimento

foi realizado em triplicata com 20 mL da solugdo para cada leitura.
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Composicao quimica

As andlises da composi¢éo quimica do muco de Achatina fulica (umidade,
cinzas e lipideos) foram realizadas segundo as metodologias descritas pela
Association of Official Chemists (AOAC, 1995).

Eletroforese em gel de poliacrilamida

A massa molecular das proteinas foi analisada por um gel de 12,5% e 4%
dodecil-sulfato poliacrilamida (SDS-PAGE) como descrito por (Laemmli, 1970).
As massas moleculares dos marcadores de proteina no método foram:
albumina bovina: 66 kDa; ovalbumina: 45 kDa; Desidrogenase gliceraldeido-3-
fosfato: 36 kDa; anidrase carbbnica: 29 kDa; tripsinogénio: 24; inibidor de
tripsina: 20,1; a-lactoalbumina: 14.2. As proteinas foram visualizadas por

coloracdo com o procedimento de Nitrato de Prata.

Desenvolvimento de Filmes

Os filmes foram preparados por método casting com 20 mL de muco e
20% de plastificante (polietilenoglicol 400 - PEG 400 Lot Isofar.
021.423,Farmac, Aracaju, SE, Brasil) em relagdo a massa seca do muco. Esta
dispersdo foi vertida em uma placa de acrilico e mantida em capela de

exaustao até secagem completa do material.

Caracterizagéo do Filme

Avaliacdo macroscépica

Essa andlise foi realizada por meio de avaliacdo subjetiva de um
avaliador, atribuindo escores classificados como pobres (+), bons (++) e
excelentes (+++). As formulacdes foram submetidas a andlise macroscopica
utilizando-se critérios preliminares para avaliar o filme de biopolimero quanto: a
continuidade (sem quebras e fraturas ap0s secagem), homogeneidade
(auséncia de particulas insoltveis ou visivel a olho nu, ou areas de opacidade
ou cores diferentes), capacidade de gerenciamento (capacidade de ser
manuseada sem riscos de ruptura) e a capacidade de formar um filme continuo
(MONTERREY; SOBRAL, 1999).
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Andalise Colorimétrica

A cor dos filmes foi determinada com um colorimetro Minolta (CR 400;
Minolta, Japdo). Os valores de L *, a *, b * e AE de cada filme foram avaliados
por meio de mensuragdes de refletdncia. Para a calibracdo do instrumento foi
utilizado uma folha de papel branca A4 tipo CHAMEX, como pano de fundo
para as leituras de cor dos filmes (GARCIA e SOBRAL, 2005). As leituras foram
obtidas em intervalo de dois minutos, coletando dados no colorimetro digital. As
analises foram realizadas no Laboratério de Engenharia de Alimentos de
origem vegetal, na Universidade Federal de Sergipe. Os dados foram coletados

em triplicata.

Microscopia eletrbnica de varredura

A avaliagdo da microestrutura dos filmes foi realizada utilizando-se um
microscopio eletrébnico de varredura (modelo IXA - JEOL JSM-6360-LV), da
Universidade de Campinas—UNICAMP. Os filmes foram montados em tubos de
aluminio, revestido com uma fina camada de ouro e visualizados, com uma

tensdo de aceleragéo de 20 kV.

Grau de intumescimento

A razdo de intumescimento dos filmes foi determinada utilizando
amostras de filmes com o tamanho de 2x3 cm em triplicata. As amostras foram
pesadas antes e ap6s o intumescimento, em recipientes contendo 100 mL de
HCI 0,1 N ou Agua destilada. Em periodos pré-determinados, a massa dos
filmes foi obtida utilizando balanca analitica (Shimadzu AY220, SP,Brasil -
precisdo 0,0001 g). Antes de cada pesagem o excesso de solucao foi removido
com papel absorvente e & manipulacdo dos filmes nesta andlise foi realizada
com o auxilio de uma pinca. O calculo do grau de hidratagéo foi realizado

utilizando a seguinte equagéo 1:

% | = 100 x Ma / Ms 1)

Na qual %l é o grau de intumescimento expresso em percentagem; Ma é a

massa de agua absorvida; Ms é a massa da pelicula seca.
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Transmissao de vapor de agua

A permeabilidade dos filmes foi determinada utilizando um método
gravimétrico. O filme foi utilizado para selar um recipiente contendo solugdo
saturada de ZnSQO,, o0 qualque gera um ambiente com umidade relativa de 90%.
Este sistema foi pesado e colocado em um dessecador contendo silica. A perda
de massa referente a permeacdo do vapor d'dgua através do filme foi
determinado por pesagens sucessivas em tempos pré-determinados. Cada
experimento foi realizado com oito repeticdes, durante 48 h. A permeabilidade

foi calculada utilizando a equacéo 2:
WVP = (w. e)/ (t. A. APV) (2)

Na qual WVP é a permeabilidade de vapor de agua, w é a massa perdida, e é
espessura do filme, t é o tempo, A é a area do filme e APV é a diferenca entre a
presséo de vapor de agua dentro e fora do recipiente.

Andlises estatisticas

Os dados foram reportados como média e desvio padrao para as medidas
em triplicata. Os resultados foram testados para a significancia estatistica pelo
ANOVA seguido de Tukey.
RESULTADOS E DISCUSSAO

Caracterizagdo do muco

Determinacao de proteina

Os resultados da dosagem de proteina nas amostras do muco de
Achatina fulica revelaram que a alimentacdo ndo influenciou na concentracéo
de proteinas. Observou-se uma diferenga entre o teor proteico do muco das
espécies de Aracaju-SE (90%), como mostrado na tabela 1, em comparacao

com os resultados de amostras obtidas por SIRIO (2008) de Pirassununga-SP,

onde a porcentagem de proteina encontrada foi 78,76% no muco do caramujo.
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Tabela 1. Concentragéo de proteina do muco de A. fulica alimentados com

diferentes plantas medicinais

Concentracao de Proteina Concentracao de Proteina
Grupos
(mg/mL) (%)
LSG 0,380+0,078% 90,82+2,01°
SOG 0,370+0,072% 90,60+1,97°
PGG 0,374+0,068* 90,76+1,78°
Letras iguais na mesma coluna representam valores estatisticamente semelhantes
(p>0,05).

Essa diferenca nos resultados pode estar relacionada na diferenciagcédo
das proprias espécies, bem como estar diretamente ligados aos fatores
ambientais onde os espécimes foram coletados (KUBOTA, 1985). Os outros

componentes encontrados nas amostras foram apresentados na tabela 2.

Tabela 2 - Composi¢ao quimica do muco produzido pelo caramujo A. fulica

alimentados com plantas medicinais

Grupos Umidade (%) Cinzas (%) Lipideos (%)
LSG 99,03 0,42 0,11
SOG 98,82 0,78 0,05
PGG 98,72 0,51 0,19

As amostras de muco revelaram o teor de umidade elevada. Este elevado
teor de umidade estd diretamente ligado ao numero de glandulas exdcrinas
multicelulares que segregam os seus produtos através dos ductos estruturais
na superficie do corpo ou nas cavidades do molusco. Ademais, a mucina, uma
glicoproteina presente no muco, complexa a 4gua formando um liquido viscoso,
0 muco, que protege e lubrifica as superficies da estrutura do espécime,

servindo de barreira contra microrganismos e desidratagéo (MITRA et al.,1987).

Determinacéo de pH do muco de Achatina fulica

Os valores de pH das amostras apresentaram-se dentro da faixa de
neutralidade (tabela 3). O pH neutro do muco de A. fulica, mesmo para o0s
grupos alimentados com plantas medicinais, sugere que 0s constituintes
qguimicos presentes nas ervas ndo foram capazes de alterar o potencial
hidrogeniénico do muco.

49



Tabela 3. Determinagéo de pH do muco de A. fulica

Grupos pH
LSG 7,92
SOG 7,12
PGG 6,87

A faixa de pH entre 4,0 e 7,0 é considerado ideal para formulagcbes
farmacéuticas, visto que, a estabilidade quimica da amostra é obtida nesta faixa
de pH. Além disso, a compatibilidade do pH de formulacdo tépica com o pH
tecidual evita o ressecamento da pele, tornando-a menos suscetivel a
agressdes externas. O pH funcional da pele € um importante regulador da
producdo de acido lactico, que confere a superficie cutdnea uma protecao
denominada “manto acido cutdaneo” (LEONARDI et al. 2002).

Eletroforese em gel de poliacrilamida

Os resultados SDS-PAGE (figura 1) mostrou bandas de proteina do muco
de A. fulica com peso molecular proximos aos padrdes (albumina bovina: 66
kDa; ovalbumina: 45 kDa; gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase: 36 kDa;
anidrase carbonica: 29 kDa; tripsinogénio).

PD LSG SOG PGG
kDa

24
20,1

142

Figura 1: Eletroforese em gel de poliacrilamida muco de A. fulica alimentadas com
Lactuca sativa (LSG) Symphytum officinale L. (SOG) e Punica granatum (PGG)com
alimentacéo diferenciada. PD, refere-se ao padrdo da amostra.

Os grupos LSG, SOG e PGG apresentaram bandas protéicas
semelhantes, mostrando que o0s constituintes quimicos presentes na

alimentacdo oferecida aos moluscos ndo foram capazes de alterar a massa
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molecular das proteinas presentes no muco. Este resultado ja era esperado,
uma vez que moléculas presentes nas plantas medicinais apresentam baixa

massa molecular, sendo incapazes de interferir nos resultados de SDS-PAGE.
Caracterizagéo do Filme
Avaliacdo macroscoépica dos filmes

A formulacdo descrita na metodologia permitiu a formagéo dos filmes, que
estdo expostos na Figura 2. Filmes baseados em muco de Achatina fulica
alimentados com Lactuca sativa (LSG) apresentaram coloragéo transparente e
sem pigmentacdo, enquanto os filmes dos grupos alimentados Symphytum
officinale L. (GSO) e Punica granatum (PGG) apresentaram-se amareladas,
porém ainda transparentes. A andlise macroscopica dos filmes permite a
avaliacdo da qualidade dos filmes desenvolvidos, uma vez que a aparéncia dos
filmes pode interferir na aceitabilidade do produto (MATTA JR, 2009).

Lactuca sativa (LSG) Symphytum officinale L. (SOG)  Punica granatum (PGG)

Figura 2. Filmes de polimeros produzidos a partir do muco de A. fulica alimentados com

diferentes plantas medicinais

Os filmes foram avaliados como homogéneos, continuos, de facil

manipulacdo, formacao de pelicula continua, como mostra a Tabela 4.

Tabela 4. Avaliagdo macroscoépica dos filmes obtidos a partir do muco de

Achatina fulica submetidas a diferentes dietas

Formulagcbes Homogeneidade Continuidade Manuseabilidade Formacéo

continua
LSG + + ++ +++
SOG ++ ++ ++ +++
PGG ++ ++ ++ +++

pobres (+) - bons (++) - excelentes (+++)
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Colorimetria

A transparéncia de um filme pode ser um aspecto positivo, devido a
visualizagdo do material recoberto pelo filme. Na area de alimentos esta € uma
propriedade desejavel, devido a importancia do aspecto do produto revestido
com o filme para o consumidor (CUQ et al. 1996; RHIM et al. 2006). Todos os
filmes apresentaram luminosidade e transparéncia tendendo ao amarelo, com
caracteristicas de transparéncia. Essa transparéncia (baixa opacidade) é
importante em situacdes onde o filme é aplicado na forma de curativos, uma
vez que possibilita a 4rea tratada ser visualizada em suas altera¢fes teciduais,
além permitir maior aceitagdo comercial em virtude de combinar uma boa
gualidade visual e alto nivel de adesdo (MATTA JR et al. 2011). Os resultados

dos parametros de cromaticidade sdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5. Leitura colorimétrica do filmes de A. fulica com diferentes

alimentacotes

Grupos L* a* b* AE
LSG 73,2+0,2° 6,0£0,2° 16,8+0,1° 2,8+0,1°
SOG 73,1+0,3° 5,6+0,12 17,4+1,1° 3,10,22
PGG 66,3+0,7" 8,70,2" 31,240,9° 18,7+0,4°

Diferentes letras na mesma coluna correspondem a estatistica diferente

Os filmes apresentaram-se transparentes, com uma coloragdo partindo de
ligeiramente amarelada a amarelada. Com relagdo a luminosidade (L *) dos
filmes de Achatina fulica alimentadas com plantas medicinais, é possivel
observar que estes valores estdo dentro do padrédo de luminosidade para filmes
produzidos a partir de produtos naturais, quando comparados com filmes de
qguitosana obtidos por Rhim et al. (2006), para o qual a faixa de valores
encontrados esteve entre 66,8 e 85,8. Por outro lado, a andalise para o valor de
(L*) encontrado para o grupo PGG (p<0,001) indica uma diminuicdo da
luminosidade e um aumento da opacidade do filme. Os parametros de (a*) e
(b*) descrevem a cor de filmes partindo do branco tomado como padrdo para
calibracdo, sendo estas coordenadas cromaticas que influenciam a diferenca
de cor total (Park et al., 2002). Os valores obtidos na leitura de (a*) e (b*) para

0s grupos SLG, SOG, revelam resultados estatisticamente diferentes quando
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comparados ao grupo PGG (p= 0,001), reafirmando a intensificagdo da cor
amarela do filme de Achatina fulica alimentada com Punica granatum em
relagdo as demais alimentagdes. Os valores encontrados para AE que calcula a
diferenga total de cores, variou entre 2,8 e 18,7. A diferenga observada na
coloracéo dos filmes sugere que alimentacdo oferecida aos moluscos interfere
na coloracdo tanto do muco quanto do respectivo filme.

Microscopia eletrénica de varredura
As imagens de micrografias da superficie e fraturax dos filmes mostradas

na figura 3, exibem estruturas que auxiliam na compreensdo do comportamento

dos filmes frente & permeabilidade ao vapor de agua.

Figura 3. Fotomicrografia dos filmes de A. fulica alimentados com Lactuca sativa (LSG)
Symphytum officinale L. (SOG) e Punica granatum (PGG)

A superficie dos filmes observada nas fotomicrografias apresenta-se como
um arranjo desordenado de fragmentos. Em todos o0s grupos, as
fotomicrografias revelaram uma massa extensa e amorfa, com a presenca de
relevos ou depressdes semelhantes a formas florais. Estes relevos podem
decorrer da estrutura tridimensional proteica no pH da dispersdo filmogena
(muco). Os formatos das estruturas encontradas na superficie deste filme
diferem daquelas citadas na literatura, ou seja, arredondados, ovalados e
formas irregulares (HEDLEY et al. 2002; THEMEIER et al. 2005).
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O aspecto da secéo transversal dos filmes foi semelhante para todos os
grupos (fratura), apresentando canais irregulares em toda a extensdo do

filme, que certamente propiciou a permeabilidade ao vapor d’agua (COLOMBO
et al., 2000)

Grau de intumescimento

Alguns dos parametros investigados na producéo de filmes incluem a taxa
de penetracdo da &gua no sistema (Wan et al., 1991), a velocidade de
hidratacdo e a extensdo do intumescimento do polimero (Wan et al., 1995). A
medida que aumentam as interagbes agua — polimero, as forcas de interacdo
entre as cadeias poliméricas diminuem. A 4gua que penetra no sistema
preenche os espagos entre as cadeias poliméricas e difunde-se para as regides
mais densas da rede polimérica, intumescendo o sistema por meio de ligacdes
de hidrogénio (molécula de agua e regibes polares do polimero).
Conseqguentemente, as cadeias apresentam maior mobilidade rotacional e
ocupam mais espaco, permanecendo em um novo estado solvatado
(COLOMBO et al.,, 2000). Numa observacdo macroscopica do processo de
intumescimento progredindo do centro para a matriz, a velocidade de
penetracdo da agua no sistema matricial condiciona 0 modo de liberagdo do
farmaco. O comportamento de intumescimento das matrizes hidrofilicas,
resultante de um processo de relaxamento das cadeias poliméricas quando em
contato com o meio aquoso, € mecanicamente descrito pela formagéo de
“frentes” (BETTINI et al., 1994, 1997, 1998; COLOMBO et al., 1995,1996).

Os filmes da LSG, SOG e PGG submersos em meio contendo 0,1 N HCl e
agua destilada, apresentaram comportamentos diferentes conforme

apresentados na figura 4.
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Figura 4. indice de intumescimento dos filmes de A. fulica alimentados com
Lactuca sativa (LSG) Symphytum officinale L. (SOG) e Punica granatum (PGG)

Os filmes submetidos a uma solugdo de HCI 0,1N, apresentaram maior
indice de intumescimento (347% em relagdo a massa inicial), quando
comparado aos filmes avaliados em agua destilada, que apresentaram (220%
em relacdo a massa inicial), formando um platd, e, somente apés 105 minutos,
apresentou caracteristicas sugestivas de dissolucéo do filme.

Os filmes de LSG, SOG e PGG dissolveram em meio contendo 0,1 N HCL
apos 15 minutos. Esse comportamento justifica-se pelo meio ao qual o filme foi
submetido. Frente ao meio &cido, a estrutura das proteinas presentes no muco,
passam por desestruturacdo passando a expor suas pontes de ligacbes que
exercem afinidade pela molécula da &gua, resultando em um intumescimento
imediato.

Em ambiente com pH tendendo a neutralidade (agua destilada), os filmes
dos respectivos grupos permaneceram intactos durante todo o tempo
experimental (105 minutos). Esse resultado reflete um comportamento
esperado, uma vez que as proteinas do muco frente a pH tendendo a

neutralidade, apresentam um retardo no processo de intumescimento.
Transmissao de vapor de agua

A permeabilidade dos filmes do muco A. fulica apresentaram
permeabilidade entre 7.0 e 9.2 (tabela 6).
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Tabela 6. Determinagéo da Transmisséo de vapor d’agua (WVTP) dos

filmes de A. fulica

WVTP
Grupos )
(g.mm/m~.h.Kpa)
LSG 7,93+0,952
SOG 7,04+0,502
PGG 9,21+0,61°
CTR NEG 65,55+19,56 ¢
CTR POS 0,35+0,04¢

N&o houve diferenga do valor de permeabilidade entre os filmes LSG e
SOG (p>0,05). A permeabilidade observada nos grupos controles corresponde
ao esperado. Dentre os grupos de filmes, o PGG foi mais permeavel do que os
filmes SOG e LSG (p<0,05). Essa diferenca pode estar relacionada com a
alteracdo na composicao quimica gerada pela dieta dos moluscos, uma vez
que foi identificada alteracdo na coloracdo do filme obtido no grupo PGG,
apontando para uma possivel presenca de substancias diferenciadas. Tais
substancias podem ter polaridade maior das encontradas no muco obtido de

moluscos alimentados pelas demais dietas.

CONCLUSAO

Os resultados sugerem que algumas propriedades fisico-quimicas dos
filmes de Achatina fulica alimentadas com plantas medicinais mostram
semelhanga nos resultados para os grupos SLG e SOG cuja alimentag&o foram
Lactuca sativa e Symphytum oficinale respectivamente. Os resultados
encontrados para o grupo PGG alimentado com Punica granatum, mostraram
resultados de coloracdo e permeabilidade diferentes dos grupos anteriormente
citados. Este estudo demonstrou que a alimentagdo dos moluscos pode alterar
caracteristicas do muco produzido pelos mesmos. A presenca de constituintes
guimicos da roma pode estar presente no muco, porém estudos posteriores

devem evidenciar esta hipotese.
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Resumen

La secrecion de mucoproteica Achatina fulica se ha comunicado con
propiedades curativas pueden ser influidos por el tipo de comida que ofrece
a espécime. Este estudio investigd el potencial curativo de las peliculas
basadas en la secrecion mucosa de Achatina fulica alimentaba de plantas
diferentes. heridas de una operacion en la espalda de ratas Wistar fueron
tratados con coldgeno peliculas y peliculas realizadas a partir de la
secrecion mucosa de A.fulica alimentado de plantas de lechuga (L. sativa),
utilizando como parametro en la curacién de grupo de control. Después de
3,7,14 y 21 dias los animales fueron sacrificados y las heridas fueron
evaluados microscépicamente. En dias 3 y 7. Las heridas tratadas con
moco mostraron mejores tasas de la formaciéon y maduracién del tejido de
granulacion, la epitelizacion, y mas rapido de recambio tipo Il de colageno
tipo | en las heridas de 14 y 21 dias, hubo una intensa deposicion del
colageno tipo | y acelera la regeneracion de la piel. Los resultados
obtenidos a partir de A. fulica alimentados de plantas de lechuga (L. sativa)
mostraron resultados mas palpables. Este estudio sugiere que las peliculas
producidas con secrecion mucosa de A. fulica éxito puede ser utilizado
como apdsito, especialmente si los caracoles se alimentan con plantas de
lechuga L. sativa.

Palabras claves: la curacién de heridas, vendajes, los caracoles de tierra, el

mocCo.
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Introduction

Dermal second-intention wound healing is a highly complex
physiopathological phenomenon of skin repair that involves substantial loss of
substance and consequent delay on the scar formation (Martin, 1997; Singer,
Clark, 1999). The analysis of the kinetic of this biological process in response to
different forms of dermal substitution is important for the development of
efficient therapeutic products capable of stimulating the wound healing (Werner,
Grose, 2003; Diegelman, Evans, 2004).

In recent years, there have been many recent advances in wound healing
and dermal substitution research, but no product described in experimental
studies are so far able to fully substitute the natural living skin (Sheakespeare,
2001). It has been demonstrated that the application of occlusive dressings
prevents bacterial growth and wound infection and therefore improve wound
healing. The decreased infection rates might be a result of the large number of
activated neutrophils in the wound fluid, prevention of exogenous bacterial
contamination, and prevention of tissue desiccation and necrosis (Seaman,
2002). In this vein, the use of natural polymers has been employed as occlusive
dressings in healing of dermal wounds owing to their biocompatibility, nontoxic
properties, and ease and safety of the application on dermis (Albuguerque-
Janior et al, 2009; Nunes et al, 2011).

Achatina fulica is a land snail able to produce a glycoproteic secretion which
has been demonstrated to present some biological effects, such as antibacterial
properties against gram positive and negative microorganisms (Iguchi et al,
1982; Kubota et al, 1985; Martins et al, 2003; Sirio et al, 2005, Lorenzi, 2006).
Furthermore, mucus of this snail has been tested in surgical wounds of
experimental animals and proved to improve the dermal cicatricial repair

(Martins et al. 2003; Sirio, 2005).
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Therefore, the goal of this study is to assess the antimicrobial activity and
healing potential of mucous secretion of Achatina fulica, processed as

occlusive dressing films, upon dermal cicatricial repair in rodents.

Material and Methods

Snail Samples. Thirty non-infected land snails Achatina fulica proceeded
from the Snail Research Station (SRS) of the Science and Technology Institute
(STI/Aracaju/SE, Brazil), weighing 45+5 g, were selected for this study. The
animals were housed in wood timber boxes (35 cm width x 30 cm height), with
land bedding added to calcium carbonate (to provide calcium levels required for
shell development), containing 30 snails each. The boxes were daily sprinkled
with water in order to maintain the humidity. The animals were randomly
assigned into experimental group (n=30), was fed with a of plant (Lactuca
sativa).

Obtention of mucous secretion. In order to avoid contamination of the
biological material to be collected, the snails were housed individually in plastic
cages (75 x 40 x30 cm) and kept under abstinence from food for 3 days.
Subsequently, approximately 5 mL of mucous secretion was collected by
manual stimulation of the podal glands of the snails. Euthanasia of the snails
was not necessary to obtain the mucus, so that the animals were redelivered to
the SRS/STI thereafter.

Antimicrobial activity. Strains of Candida albicans ATCC 10231, Escherichia coli
ATCC 15878, Pseudomonas aeruginosa ATCC 1024, Staphylococcus aureus
ATCC 9080, Staphylococcus epidermides ATCC 19606, Fusarium ATCC 9605,
ATCC 5487 Salmonella from the BIOSLAB (Rio de Janeiro) was used for
microbiological testing. The antimicrobial activity was performed by diffusion
wells according to the method described by Sivropoulou et al. (1995). BHI broth

was inoculated with the microorganisms and incubated at 37 °© C/24horas. After
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this period, the inoculum was adjusted to McFarland scale tube 0.5 (1.5 x 108
CFU) in saline. Before, was inoculated by spreading on plates containing
Mueller-Hinton Agar m and Sabouraud agar inocula adjusted to the McFarland
scale. We used 5 pL, 10 yL and 20uL respectively, of mucus containing the
feeds, which were deposited into wells and incubated for 24 hours at 37 ° C.
The inhibitory activity was determined by measuring the zone of inhibition.

To determine the minimal fungicidal concentration were used tubes
containing 5.0 mL of BHI broth, 4 mL of mucus in each group, followed by serial
dilution concentrations producing between 290 and 14,800 pg.mL™ of mucus
(Martins et al. 2003). Was added to tubes 1 mL of each inoculum of 0.5
McFarland (1.5 x 108 CFU) and incubated for 37 © C/24 hours (Dotto et al, 2006,
Parekh ; Chanda, 2007). After this period, 100 mL of the contents of the tubes
were inoculated on the surface in Sabouraud agar plates, which were incubated
at 37 ° C/24 hours. This experiment was performed in triplicate. After the
incubation period the plates were observed that showed fungal growth. As
positive controls we used metronidazole (antibacterial) and miconazole
(antifungical) commercial at the same concentrations of mucus tested.

Preparation of the films. The film dispersion was prepared using 20 mL of
mucus (3.975g) and polyethylene glycol 400 (PEG400), which was employed as
plasticizer. The proportion of plasticizer used was 20%w/w of dry mucus. This
dispersion was homogeneizated and the films were obtained by casting
process. The films obtained in this step of the experiment were cut off in square
shape (2x2cm) and sterilized in UV rays.

Surgical Procedurse and Group Formation. The animals used for the
biological assay were one-hundred adult male Rattus norvegicus albinus, Wistar
lineage, weighing 250-300g. The rats were housed in clear plastic cages with
solid floors and loose hardwood chip bedding, and supplied with food and water

ad libitum in a temperature and humidity-controlled environment. The animals
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were anesthetized with intraperitoneal ketamine-xylazine (100 mg/kg — 5 mg/kg)
and 1cm? standard-sized square-shaped wounds were performed in the back of
the animals. Animals were handled in accordance with the principles of aseptic
chain in order to avoid any possibility of exogen bacterial contamination.
Subsequently, rats were randomly assigned into three groups of twenty animals
each, CG — undressed control group; CoG — dressed with collagen-based films
and ACF group dressed with films obtained from mucus of A. fulica fed with
Lactuca sativa.

Histological procedures. After death certification, the area corresponding to
the wound region in the back of the animals was surgically removed and the
specimens were formalin-fixed and paraffin-embedded according to routine
laboratorial techniques. Subsequently, serial 5um thick sections were obtained
and stained in hematoxylin-eosin to perform the analysis of the inflammatory
reaction, and picrosirius, analyzed under polarized light, to study the deposition
of collagen fibers, and toluidin blue, to assess the mast cells population.

Assessment of the inflammatory profile (IP). The intensity of the
inflammatory response was assessed in histological sections as follows: - (lack
of inflammatory reaction); + (inflammatory cells representing less than 10% of
the cell population observed within the wound area); ++ (inflammatory cells
representing between 10 and 50% of the cell population observed within the
wound area); and +++ (inflammatory cells representing more than 50% of the
cell population observed within the wound area). Moreover, the profile
inflammatory (IP) was classified as acute (predominance of polymorphonuclear
cells) and chronic (predominance of mononuclear cells), and graded as
slighter/absent, moderate or severe.

Assessement of the percentage of collagen deposition (COD). Histological
sections stained in picrosirius and analyzed under polarized light were used to

the descriptive analysis of the collagen deposition. Collagen fibers were
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analyzed according to their birefringence pattern (greenish/yellow-greenish or
orange, orange-reddish), morphological appearance (wavy or stretched, thin or
thick, short or long) and disposition (reticularly arranged or interlaced). The
guantitative analysis of the area occupied by collagen fibers in the healing area
was determined by optical density in the image analysis system in different
randomly selected fields. The system used consists of a CCD Sony DXC-101
camera, applied to a Olympus CX31 microscope, from which the images were
sent to a monitor (Trinitron Sony). By means of a digitizing system (Olympus C-
7070 WIDEZOOM) the images were inserted into a computer (Pentium 133
MHz), and processed by a software (ImageTool). A total of ten fields per case
were analyzed at a magnification of 100x. The thresholds for collagen fibers
were established for each slide, after enhancing the contrast up to a point at
which the fibers were easily identified as birrefringent (collagen) bands. The
area occupied by the fibers was determined by digital densitometric recognition,
by adjusting the threshold level of measurement up to the different color
densities of the collagen fibers. The area occupied by the fibers was divided by
the total area of the field. The results were expressed in percentage of the skin
area fraction occupied by the collagen fibers.

Statistical analysis. Statistical significant difference in the severity of the IP
was assessed by chi-squared test, whereas the significances of the differences
in the COD rates were verified by analysis of variance (one-way ANOVA) and
Tukey test. Each time point was analyzed separately, and two-tailed a-level of p
= 0.05 was significant.

Ethics Considerations. Prior the beginning of any experimental procedure,
this study was approved by our Animal Care and Use Committee (register

101107).
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Results and Discussion

Antibacterial activity

In table 1, the results of the antimicrobial tests were presented. Inhibition
zone (lz) was observed against Staphylococus aureus and Staphylococus
epidermidis, and the higher was the concentration of the mucus the larger was
the diameter of the inhibition halos (p<0.05). No significant difference was
observed in the inhibitory activity of the mucus regarding to both
microorganisms (p>0.05) nor between them and metronidazole (p>0.05). The
other micoorgasnims to be used in this study no show sensibility of to the

mucus.

Morphological analysis of the histological sections stained in HE.

The semiquantitative analysis of IP rates is presented table 2. It was
observed that the severity of the inflammatory response descreased in the
groups along the time, but no significant difference was observed among the
groups in any of the experimental periods (p>0.05). However, the pattern of the
leukocyte infiltrate varied in the experimental groups along the time, as follows:

3% day. In CTR and COL there was intense infiltration of neutrophils,
particularly in the surface of the specimens, and prominent interstitial edema.
Despite foci of tissue lysis could be seen, they were considered inconspicuous.
Moreover, in the bottom of the wounds, intense lymphocytic infiltrate was
observed in association to dense proliferation of spindle-shaped cells consistent
with angioblasts, sometimes forming few small thin capillary vessels. In ACF,
extensive hemorrhagic areas and rich network of capillary vessels formation
were verified (figure 1 a/b/c).

7" day. CTR showed maintenance of acute neutrophils-rich infiltrate in the

top of the wounds, and copious granulation tissue, in a predominantly
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angioblastic phase, in the bottom. COL presented exuberant granulation tissue,
and deposition of wavy thin delicate bundles of eosinophilic fibrils consistent
with collagen. Adipocytic infiltration was occasionally observed. Epithelization
was still inconspicuous in both groups. In ACF the granulation tissue was
exuberant, but presented in a fibrovascular phase, with prominent fibroblastic
proliferation.

14" day. In all groups, there was residual moderate inflammatory infiltrate,
rich in lymphocytes, associated with scanty congested blood vessels. In
addition, eosinophilic parallel-arranged fibrous bundles, with wavy appearance
and varied thickness, could be observed. In COL and ACF, however, the
collagen fibers were more apparent, and composed of thicker parallel-arranged
fibers.

21°% day. No residual inflammatory infilirate was observed in any control or
experimental group. The fibrous connective tissue was dense and moderately
cellular, although the collagen fibers tended to be parallel-arranged in CTR but
interlaced in COL and ACF. However, neoformation of cutaneous appendages

were more advanced in COL and ACF.

Morphological analysis of the histological sections stained in Sirius red
(observed under polarized light).

3" day. Scanty delicate birefringent greenish and yellow-greenish reticularly-
arrangd collagen fibrils, with abundant interfibrilar spaces, were observed in all
three groups.

7" day. Greenish and yellow-greenish collagen fibrils were scanty and quite
delicate in CTR, particularly in the surface of the wounds. In COL, the fibrils
were more conspicuous and the reticular arrangement was more apparent,

whereas in ACF there was deposition of some few delicate orange fibers in
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addition to the yellow-greenish ones, whose arrangement tended to be parallel
to the surface of the wounds.

14" day. CTR presented short thin collagen fibrils with both yellow-greenish
and orange birefringence, and interfibrillar spaces were quite apparent. In COL,
the fibers were longer, but delicate, and there was a significant amount of
orange fibers, although greenish ones were abundant. In ACF, orange fibers
were predominant, and they were thicker than in the last two groups but less
compactly disposed in the surface of the wounds than in the bottom.

21 day. CTR showed thick gross and orange collagen fibers in parallel
arrangement. COL and ACF presented gross orange and reddish fibers, but
they tended to assume a characteristic interlaced disposition.

In table 3, the results of the morphometrical analysis of the collagen
deposition was presented. Both dressed groups showed significantly higher
contents of collagen fibers than CTR in all the experimental periods (p<0.001).
Moreover ACF exhibited the more expressive rates of COD than COL in 7
(p=0.001) and 14 days (p=0.01).

In this study, the mucous secretion of A. fulica inhibited the bacterial growth
of both Staphylococcus aureus and Staphylococus epidermidis. Other studies
attesting the antibacterial properties of the mucus of invertebrate snails have
been previously reported (Iguchi et al, 1982; Kubota et al, 1985; Martins et al,
2003; Sirio et al, 2005, Lorenzi, 2006). It has been proposed that this mucous
secretion is rich in lysozyme, opsonines, and other antibacterial and antiviral
factors (Fuchino et al, 1992). In addition, mucus of Achatina fulica was proved to
be rich in Achactin, a high molecular weight glycoprotein belonging to the family
of aminoxydase capable of lysing the cytoplasm membrane of bacteria in active
proliferative phase, but not in quiescent ones, a toxical effect similar to that

produced by penicillin (Ehart et al, 2002). Notwithstanding, despite these
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mechanisms may be related to the antimicrobial activity of the mucous
secretion, further research is needful in order to fully clarify this issue.

Staphylococcus aureus is the most common cause of posttraumatic skin and
soft tissue infections. (Oche, Adedeji, 2004) and this microorganism has been
reported as the commonest isolate from the post-operative wound ingection
(Lilani et al, 2005). Staphylococus epidermidis, on the other hand, has been
related to high antibacterial resistance rates and nosocomial infections (Antunes
et al, 2008). Therefore, since the healing is known to be affected by tissue
bacteria concentrations higher than 10° microorganisms per gram (Stratford et
al, 2002), the use of dressing materials able to reduce content of these
microorganisms in surgical dermal wounds, as performed in this study, might be
useful to avoid wound infection and, therefore, favor wound healing (Seaman,
2002).

Previous investigations attesting the healing potential of the mucus of
Achatina fulica have been reported in this decade (Caetano, 2000; Yomasa et
al, 2002; Martins et al, 2003; Sirio et al, 2005), but this is the first one to process
this biological material as films for wound dressing. In this study, neither
infiltration of eosinophils, a typical morphological sign of allergenic reaction
(Chowdary et al, 2003), nor clusters of epithelioid and forerign body giant cells,
classical feature of biological incompatibility (Maluf-Meiken et al, 2006) were
observed within the wounds, attesting the good acceptability of the films by
dermal tissues of the animals.

The time course of the present results obtained from histological analysis
of the control group fits with the overall picture regarded as normal dermal
healing (Albuquerque-Junior et al, 2009). However, the use of both wound
dressings improved the development of the granulation tissue and, collagen
deposition, attesting the significance of wound protection for the healing process

(Seaman, 2002; Nunes et al, 2011).
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Despite improvement of wound healing had been observed in the group
treated collagen-based dressings, as already reported by Albuquerque-Janior et
al (2009), the histological changes evidenced in the group treated with films
based on mucous secretion of Achatina fulica were more distinguishable.
Similarly, the improvement of wound healing resulting from the application of
mucous secretion of A. fulica has been previously reported (Martins et al, 2003;
Sirio et al, 2005), attesting the healing potential of this biological material
derived from giant snails.

In this study, the more rapid granulation tissue formation and maturation,
as well as the earlier replacement of neutrophils (acute infiltrate) by
macrophages and lymphocytes (chronic infiltrate) suggest that the chemical
compounds present in those films may play an important role in modulating the
angiogenesis and chronification of the inflammatory response, two important
events involved in wound healing. However, the mechanisms underlying such
biological properties remain unclear. It has been recently demonstrated that
mucous secretion of A. fulica composed of a rich polysaccharide complex and
sialic acid, elements which represent important constituents of the connective
tissue (Lorenzi et al, 2008). Besides, an important role played by
polysaccharides on the modulation of the inflammatory response had been
previously described, attesting the capability of these molecules in preventing
intraperitoneal adhesion and abscess formation in a rat peritonitis model (Bae et
al, 2004). On the other hand, since no significant difference in the inflammatory
intensity was observed in this study, it is suggested that the modulatory activity
on the leukocyte infiltrate and blood vessels formation is likely an indirect effect
of other biological properties of the films. It is well-established that the release of
biological compounds responsible for the chemotaxis of polymorphonuclear
leukocytes is influenced by the bacterial content in the infected site (Welch et al,

1981). Thus, it is possible to speculate that the early chronicity of the
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inflammatory response may be a result of the antimicrobial activity of the mucus,
observed as in this study as in other reports (Kubota et al, 1985; Ehara et al,
2002). In addition, the release of angiogenesis-associated growth factors , such
VEGF (vascular-endothelial growth factor) and PDGF (platelet-derived growth
factor), after inflammatory chronification is a key-step to the development of the
granulation tissue during wound healing (Dielgeman, Evans, 2004), which could
support our findings regarded to the enhanced vascularization. However, other
detailed investigations assessing the effects of A. fulica’s mucous secretion on
the inflammatory dynamics and endothelial cells proliferation are necessary to
validate this theory.

Collagens are proteins synthesized and degraded by fibroblasts which
play a fundamental role in the scar tissue formation. Fibril-forming collagens in
soft tissues are represented mainly by type | and Il molecules (Junqueira et al,
1983). Type Il collagen it is first produced in early stages of wound healing,
supposedly to provide a network of adhesive macromolecules capable of
orientating the migration of endothelial cells to form the granulation tissue;
thereafter, this molecule is gradually replaced by type | collagen, the major
molecule responsible for providing tensile strength to the tissue, so that the scar
acquires mechanical stability (Albuguerque-Janior et al, 2009; Nunes et al,
2011). In this study, the use of films based on mucous secretion of A. fulica
favored a rapid replacement of type Il for type | collagen and accelerated the
spatial organization of the collagen fibers from parallel disposition to interlaced
arrangement, characteristic of normal dermis. Besides, the collagen content was
significantly improved by such films during all the time course of the experiment.
Despite the precise mechanism responsible for such improvement in the
collagenization is still unknown, it is possibly related to the biochemical
composition of the mucous secretion, which is rich in mucin (Lorenzi, 2006; Sirio

et al, 2008). Mucin is characterized by numerous tandem repeats that contain
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proline and are rich in serine asparagine, hydroxylysine and/or threonine
residues (Adikwu, 2006). Therefore, as long as these aminoacids are closely
involved in the biochemical synthesis of collagen molecules, the presence of
high contents of mucin in the mucous secretion of A. fulica (data not shown)
might be related to the better collagenization observed in this study. Supporting
these findings, it has been reported that the application of snail mucin dispersed
in detarium gum gel proved to be useful to improve wound healing (Adikwu,
Alozie, 2007). Notwithstanding, further investigations are required in order to
unravel the precise role played by the mucous secretion’s chemical compounds
on the collagenization during wound healing.

In conclusion, we have demonstrated that the mucous secretion of
Achatina fulica presents antibacterial properties against Staphylococcus aureus
and Staphylococcus epidermidis. In addition, the use of dressing films based on

this mucous secretion improved wound healing in rodent model.

Abstract

Achatina fulica’s secretion has been recently related to antibacterial, antifungal,
and cicatricial properties, and it's influenced by the kind of food offered.
Therefore, this study investigated the healing potential of dressing films based
on mucous secretion of Achatina fulica. Thus, surgical wounds performed in the
back wistar rats were dressed with films based on collagen, and on mucous
secretion of A. fulica fed with Lactuca sativa; undresses worked as wounds
control. After 3, 7, 14 and 21 days the animals were euthanized, and the
wounds were microscopically evaluated. On the 3™ and 7™ days dressing films
based on mucus provided acceleration of the formation maturation of
granulation tissue, better epithelization rates, and more rapid replacement of
type Il for type | collagen fibers. On the 14™ and 21 days, these dressings

induced more intense deposition and better architectural disposition of type |
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collagen fibers, and hastened the regeneration of cutaneous phaneros.
Dressings obtained from A. fulica fed with Lactuca sativa provided the most
expressive results.This study suggests that films produced with mucous
secretion of A. fulica can be successfully employed as wound dressing,

particularly if snails are fed with Lactuca sativa.

Keywords: wound healing, wound dressing, land snails, mucus.
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Table |- Antimicrobial activity of mucus of Achatina fulica

Inibition zone (mm)

Mucus (uL)
Staphylococus aureus Staphylococus epidermidis
5 0.00 0.00
10 9.30+0,1 10.29+0,2
20 13.15+0,1 15.20+0,2
Statistics p= 0.0000652 p = 0.0000000005
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Table II. Assessment of the intensity of the inflammatory infiltrate in CTR
(control group), COL (collagen-based group) and ACF (Achatina fulica group)
during the time course of the experiment.

Inflammatory Reaction Intensity

Days Animals
CTR COL ACF
R1 +++ ++ +++
R2 +++ +++ +++
3 R3 +++ ++ +++
R4 +++ +++ +++
R5 ++ +++ ++
R1 +++ ++ ++
R2 +++ ++ ++
7 R3 +++ ++ ++
R4 +++ + +
R5 +++ + +
R1 + + +
R2 ++ + +
14 R3 + + +
R4 + + +
R5 ++ + +
R1 - - -
R2 - - -
21 R3 - - -
R4 - - -
R5 - - -

(-) = lack of inflammatory reaction; (+) = mild inflammatory infiltrate, representing less
than 10%; (++) = moderate inflammatory infiltrate, representing between 10 and 50%;

(+++) = intense inflammatory infiltrate, representing more than 50%.
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Table lll. Assessment of the percentage of collagen deposition (COD) in the
tested groups during the time course of the experiment.

Percentage of Collagen Deposition (%)

Days
CTR COL ACF
3 5,25+0,14 2 7,02+0,008 ° 10,00+0,13 ¢
7 15,61+0,12 2 18,01+0,07 ° 25,06+0,19 ©
14 29,14+0,18 2 35,28+0,09 ° 38,99+0,12 ©
21 37,14+0,22 2 44,76+0,11° 49,05+0,14 ©

Different letters in the same line represent significantly different values (p<0.05).
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Figure 1. Histological sections stained in HE. Presence of inflammatory infiltrate rich in

polymorphonuclear neutrophils in CTR(a), COL (b) and ACF (d). Intense subacute
inflammatory response in CTR (d), and granulation tissue well-developed seen in COL
(e) and ACF (f) after 7 days. Residual granulation tissue seen in CTR (g) whereas
collagen scar formation was observed in Col (h) and ACF (i) after 14 days. Advanced
epithelization is also evidenced in all groups. In 21 days, there was lack of inflammatory
response in all groups but the neoformation of cutaneous appendages was rudimentary

in CTR (g) but quite advanced in COL (h) and ACF (i).
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Figure 2. Histological sections observed under polarized light of the groups in 3 (a), 7 (b),
14 (c) and 21 (d) days. Type Il collagen is seen as greenish and yellow-greenish fibers,
whereas type | collagen is represented by orangish and reddish fibers. Vertically, the
experimental groups CTR (1), COL (2), ACF (3). ACF showed earlier replacement of type
Il for type | collagen in 7 days (b3), denser compactation of parallel-arranged collagen
fibers in 14 days (c3), interlaced disposition of the fibers in 21 days (d3) resembling the

normal dermis (sirius red/polarization, 100x).
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Abstract

The secretion of Achatina fulica has recently been related to antibacterial,
antifungal and healing, and is influenced by the type of food offered. Therefore,
this study investigated the potential for healing dressing films based on
secretion of mucus of Achatina fulica. Thus, surgical wounds in Wistar rats were
dressed back films based on mucus secretion of A. fulica fed with Lactuca
sativa; strips served as control wounds. Other treatment with films, rats were
treated with the films associated with daily transcutaneous irradiation using a
semiconductor diode, calibrated, GaAlAs laser with continuous emission at 660
nm wavelength of 100s (25s point each) The output power used was 40 mW,
with a focal point of 0.04 cm?, and power density of 1 W/cm?. The total energy
per session was estimated at 4 J and energy density 20 J/cm? was divided into
four different equidistant points (5 J/cm? each) over 7 days. The first irradiation
was performed immediately after the surgical procedures. After 3, 7, 14 and 21
days the animals were sacrificed and the wounds were evaluated
microscopically. On days 3 and 7 put mucus from films based on the
acceleration of maturation of granulation tissue formation, epithelialization and
best rates faster replacement of type Il to type | collagen fibers On 14 and 21,
these dressings induced deposition more intense and better architectural
arrangement of collagen fibers type I, and hastened the regeneration of skin
phaneros. Dressings obtained from A. fulica fed with Lactuca sativa, since the
most significant results.The study suggests that the films produced with the
secretion of mucus of A. fulica can successfully be used as a dressing,
especially if the snails are fed with Lactuca sativa. In an observation to
treatment with laser therapy combined dressing films based on mucus secretion
of A. fulica and laser irradiation appeared to accelerate the remodeling phase of
scar healing, providing a better architectural arrangement of collagen fibers.

Keywords: Achatina fulica, mucus, films, lasertherapy, skin repair
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Resumo

A secrecdo de Achatina fulica tem sido relacionado com propriedades
antibacteriana, antifingica e cicatricial, e é influenciado pelo tipo de alimento
oferecido. Portanto, este estudo investigou o potencial de cura de filmes
preparados a partir secrecdo de muco de Achatina fulica. Assim, feridas
cirtrgicas foram realizadas em ratos Wistar e tratadas com filmes de muco de
A. fulica alimentados com Lactuca sativa. Paralelamente ao tratamento com
filmes, outro grupo de ratos receberam tratamento com os filmes associados a
laserterapia, transcutanea, utilizando um semicondutor de diodo, previamente
calibrado, laser GaAlAs, com emisséo continua (CW) a 660 nm de comprimento
de onda de 100 s (25 s ponto cada) A poténcia de saida utilizada foi de 40 mW,
com um ponto focal de 0,04 cm? e densidade de poténcia de 1 W/cm? A
energia total por sesséao foi estimado em 4 J e a densidade de energia foi de 20
Jlecm? distribuidos em 4 diferentes pontos equidistantes (5 J/cm? cada) ao longo
de 7 dias com intervalos de 48h. A primeira irradiagéo realizada imediatamente
apos os procedimentos cirdrgicos. Apos 3, 7, 14 e 21 dias os animais foram
sacrificados, e as feridas foram avaliados microscopicamente. Nos dias 3 e 7 as
feridas tratadas com filmes a partir do muco mostraram aceleragdo da
maturacao e formacéao de tecido de granulacdo, melhores taxas de epitelizacao
e substituicdo mais rapida do tipo Ill para fibras de coldgeno tipo I. Nos dias 14
e 21, esses curativos induziram deposicdo mais intensa e melhor disposicéo
arquitetbnica das fibras de coladgeno tipo I, e mostrou a regeneracdo da féonoros
cutaneos. Esta expressiva maturacdo sugere que os filmes produzidos com a
secrecdo de muco de A. fulica pode ser empregada com sucesso Como

curativo, especialmente se os caracois sao alimentados com Lactuca sativa.
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A partir da secrecdo de muco de A. fulica a combinacdo de filmes e
laserterapia acelerou a fase de remodelacao da ferida, proporcionando melhor

arranjo arquitetdnico das fibras de colageno.

Palavras- chaves: Achatina fulica, muco, filmes, reparo tecidual, laserterapia

Introduction

When there is tissue loss, it is restored by regeneration or cicatrization.
Regeneration is the replacement of damaged cells or tissue by tissue similar to
the original, re-establishing the function, whereas cicatrization or repair is
characterized by the formation of new connective tissue with substitution of the
damaged cells and alteration of the architecture of the tissue. However, this
results in a satisfactory functional and structural condition but not like that
previous to the injury (Li et al, 2007).

The analysis of the kinetic of this biological process in response to
different forms of dermal substitution is important for the development of
efficient therapeutic products capable of stimulating the wound healing (Werner,
Grose, 2003; Diegelman, Evans, 2004). In recent years, there have been many
recent advances in wound healing and dermal substitution research, but no
product described in experimental studies are so far able to fully substitute the
natural living skin (Shakespeare, 2001). In this vein, the use of natural polymers
has been employed in healing of dermal wounds owing to their biocompatibility,
nontoxic properties, and ease and safety of the application on dermis (Bae et al,
2004; Allahverdian et al, 2006.).

Achatina fulica is a land snail able to produce a glycoproteic secretion
which has been demonstrated to present some biological effects, such as
antibacterial properties against gram positive and negative microorganisms

(lguchi et al, 1982; Kubota et al, 1985; Fuchino et al, 1992) involved in the
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dynamics of the healing process. Furthermore, mucus of this snail has been
tested in surgical wounds of experimental animals and proved to improve the
dermal cicatricial repair (Martins et al, 2003; Sirio, 2005). More recently it has
been proposed that the type of plant offered as food to snails can influence the
composition of the mucus by incorporating the secondary metabolities of plants
after digestion (Lorenzi, 2008).

Lasers emit a highly concentrated, non-invasive, non-ionising radiation
that promote thermal, photochemical and nonlinear effects when in contact with
different tissues (Hamblin Demidova, 2006) by increasing mitochondrial
respiration and adenosine triphosphate (ATP) synthesis (Morimoto et al, 1994;
Ninomiya et al, 2007). Several studies have indicated that laser arrays at low
frequencies are quite helpful in modulating different biological activities, such as
analgesic (Nes, Poso, 2005; Turhani et al, 2006), anti-inflammatory (Pugliesi et
al, 2003; Correa et al, 2007; Boschi et al, 2008; Medrado et al, 2010) and
healing effects (Byrnes et al, 2004; Demidova-Rice et al, 2007; Ribeiro et al,
2009a; Chung et al, 2010a).

The use of low-level laser irradiation to speed wound healing first
appeared in literature in 1971 (Master et al, 1971). Since then, many studies
have been reported attesting the beneficial effects of laser irradiation in different
steps of wound healing, such as improvement of collagen synthesis (Conlan et
al, 1996), fibroblast proliferation (Pourzarandian et al, 2005), blood vessels
formation (Corazza et al, 2006; Melo et al, 2011), and myofibroblasts
differentiation (Medrado et al, 2003; Ribeiro et al, 2009b).

The goal of this study was to investigate by histological analysis the
effect of the application of dressing films based on mucous secretion of
Achatina fuclica combined with low level laser irradiation on wound healing in

rodent model.
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Materials and Methods

Snail Samples

Thirty non-infected land snails Achatina fulica proceeded from the Snail
Research Station (SRS) of the Science and Technology Institute
(STI/Aracaju/SE, Brazil), weighing 45+5 g, were selected for this study. The
animals were housed in wood timber boxes (35 cm width x 30 cm height), with
land bedding added to calcium carbonate (to provide calcium levels required for
shell development), containing 10 snails each. The boxes were daily sprinkled
with water in order to maintain the humidity. The ration developed for the snails
was formulated according to Pacheco, Martins (1996). Food and water were

offered ad libitum.

Obtention of Mucous Secretion

In order to avoid contamination of the biological material to be collected,
the snails were housed individually in plastic cages (75 x 40 x30 cm) and kept
under abstinence from food for 3 days. Subsequently, approximately 5 mL of
mucous secretion was collected by manual stimulation of the podal glands of
the snails. Euthanasia of the snails was not necessary to obtain the mucus, so

that the animals were redelivered to the SRS/STI thereafter.

Preparation of The Films

The film dispersion was prepared using 20 mL of mucus (3.975g) and
polyethylene glycol 400 (PEG400), which was employed as plasticizer. The
proportion of plasticizer used was 20%w/w of dry mucus. This dispersion was
homogeneizated and the films were obtained by casting process. The films

obtained in this step of the experiment were cut off in square shape (2x2cm).
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Surgical Procedurse and Groups Formation

Eighty adults male Rattus norvegicus albinus, Wistar lineage (250-300
g) were used in this study under an approved by the Ethics research Committee
of Tiradents University (protocol n° 101107). The rats were housed in clear
plastic cages with solid floors and loose hardwood chip bedding, and supplied
with food and water ad libitum in a temperature and humidity-controlled
environment. The animals were anesthetized with intraperitoneal ketamine-
xylazine (100 mg/kg — 5 mg/kg) and lcm? standard-sized square-shaped
wounds were performed in the back of the animals. Animals were handled in
accordance with the principles of aseptic chain in order to avoid any possibility
of exogen bacterial contamination. Subsequently, rats were randomly assigned
into four groups of twenty animals each, according to the wound dressing: CTR
— untreated control group; ACH — dressed with films obtained from mucus of A.
fulica; LT — laser-irradiated undressed; ACHLT — mucus of A. fulica fed with
Lactuca sativa dressed and laser-irradiated. Five animals of each group were

euthanized at 3, 7, 14 and 21 days after surgical.

Photoirradiation Protocol

Animals were submitted to daily transcutaneous irradiation using a
previously calibrated semi-conductor diode laser GaAlAs (Twin Laser |,
MMOptics, Sdo Paulo, Brazil) with continuous emission (CW) at 660 nm
wavelength for 100 s (25 s each point) with interval of 48h for seven days. The
output power used was 40 mW, with a focal spot of 0.04 cm?, and power density
of 1 W/cm?. The total energy per session was estimated in 4 J and the energy
density was 20 J/cm? distributed in 4 different equidistant points (5 J/cm? each)
over the course of 7 days. The first irradiation was performed immediately after

the surgical procedures.
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Histological procedures

After death certification, the area corresponding to the wound region in
the back of the animals was surgically removed and the specimens were
formalin-fixed and paraffin-embedded according to routine laboratorial
techniques. Subsequently, serial 5um thick sections were obtained and stained
in hematoxylin-eosin to perform the analysis of the inflammatory reaction, and
picrosirius, analyzed under polarized light, to study the deposition of collagen
fibers, and toluidin blue, to assess the mast cells population. Histopathologic
analysis was performed and photographs were obtained with an Olympus light

microscope.

Assessment of the Inflammatory Profile (IP)

Histological sections stained in hematoxylin-eosin were used to the
descriptive analysis of the inflammatory profile (IP) and epithelization rates (ER).
The intensity of the inflammatory response was assessed as follows: +
(inflammatory cells representing less than 10% of the cell population observed
within the wound area), ++ (inflammatory cells representing between 10 and
50% of the cell population observed within the wound area), and +++
(inflammatory cells representing more than 50% of the cell population observed
within the wound area). Moreover, the profile inflammatory (IP) was classified as
acute (predominance of polymorphonuclear cells) and chronic (predominance of

mononuclear cells), and graded as slighter/absent, moderate or severe.

Assessment of the Ephitelization Rates (ER)

In order to assess the epithelization rates (ER), photomicrographs of the
wounds were taken from all the samples (40x) and processed in a software
(ImageLab®, Sof- tium, S&o Paulo, SP, Brasil). The total wound surface extent

(TWE) was assessed, as well as the extent of the epidermal migration from the
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normal wound margin to the point where the migrating epithelium stopped
processing (ME). ER (%) was determined as follows:

ER(%) = (ME X 100)/TWE

Assessement of the collagen deposition

Histological sections stained in picrosirius and analyzed under polarized
light were used to the descriptive analysis of the collagen deposition. Collagen
fibers were analyzed according to their birefringence pattern (greenish/yellow-
greenish or orange, orange-reddish), morphological appearance (wavy or
stretched, thin or thick, short or long) and disposition (reticularly arranged or
interlaced). The quantitative analysis of the area occupied by collagen fibers in
the healing area was determined by optical density in the image analysis system
in different randomly selected fields. The system used consists of a CCD Sony
DXC-101 camera, applied to an Olympus CX31 microscope, from which the
images were sent to a monitor (Trinitron Sony). The digitizing system was by
means of a (Olympus C-7070 WIDEZOOM) the images were inserted into a
computer (Pentium 133 MHz), and processed by a software (ImageTool). A total
of ten fields per case were analyzed at a magnification of 100x. The thresholds
for collagen fibers were established for each slide, after enhancing the contrast
up to a point at which the fibers were easily identified as birrefringent (collagen)
bands. The area occupied by the fibers was determined by digital densitometric
recognition, by adjusting the threshold level of measurement up to the different
color densities of the collagen fibers. The area occupied by the fibers was
divided by the total area of the field. The results were expressed in percentage

of the skin area fraction occupied by the collagen fibers.
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Statistical Analysis

Statistical significant difference in the severity of the inflammatory
reaction was assessed by chi-squared test, whereas the significances of the
differences in the ER, and collagenization rates were verified by analysis of
variance (one-way ANOVA) and Tukey test. Each time point was analyzed

separately, and two-tailed a-level of P < 0.05 was significant.

Results and Discussion

As shown in table 1, the inflammatory content decreased over the
experimental time in all groups. However, in seven and 14 days, the irradiated
groups (LT and ACHLT) showed significant decrease in the inflammatory
content in relation to both non-irradiated ones (CTR and ACH) (p<0.05). The
profile of the inflammatory infiltrate presented some differences among the
groups. In three days, it was the polymorphonuclear neutrophils were
predominant in all groups. However, in seven days, the content of such
neutrophils was less expressive in LT and ACHLT when compared to the
mononuclear infiltrate (macrophages and lymphocytes). Lymphocytes and some
few macrophages constituted the inflammatory infiltrate evidenced in all groups
in 14 and, occasionally, 21 days, irrespective to the treatment applied to the
wounds. These findings point at an important photobiomodulatory role played by
laser rays on the dynamics of the inflammatory response during wound healing,
as reported in previous studies (Freitas et al, 2001, Ribeiro et al, 2004, Correia
et al, 2007, Boschi et al, 2008) . Such activity might be related to the inhibitory
effect of laser energy on the release of prostaglandin and TNF-a (Sakurai et al,
2000), mast cell degranulation (Pereira et al, 2010) and on lymphocytic

proliferation (Ribeiro et al, 2009a).

INSERT TABLE 1
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The granulation tissue was clearly more exuberant in LT and ACHLT
than in the other groups in seven days, but inconspicuous in 14 days. In ACH it
was conspicuous in seven days, although less expressive than in the irradiated
groups, whereas in 14 days the vascular content was substantially reduced. In
CTR, the granulation tissue was more vascular in seven days and less
conspicuous, but clearly distinguishable, in 14 days (figure 1). These results
suggest that laser irradiation provided more rapid onset of the vascular steps of
wound healing. Similar findings were previously reported in other studies
(Medrado et al, 2003, Bayat et al, 2006, Ribeiro et al, 2009a) and they are likely
related to direct stimulation of angiogenesis induced by laser irradiation
(Corazza et al, 2007, Pereira et al, 2010; Melo et al, 2010). Besides, the
contents of blood vessel were substantially reduced in the irradiated groups in
14 days, suggesting that laser irradiation improved the angiogenesis in the
earlier phases of wound healing without providing undesirable longer-term
maintenance of the vascular supply, which could impair the final scar formation

(Ribeiro et al, 2009a).

INSERT FIGURE 1

The epithelization rates (ER) were expressed in figure 2. In seven and
14 days, the ER observed in LT and ACHLT were significantly higher than in
CTR and ACH (p<0.05), but there was no significant difference in the other
experimental times (p>0.05). It has been demonstrated that low level laser
irradiation is able to stimulate keratinocyte proliferation in vitro (Eduardo et al,
2007), which could explain the more rapid epithelial lining reconstitution in both
irradiated groups. In addition, laser-induced improved epithelization during

wound healing has also been reported in previous investigations (Ribeiro et al,
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2009a, Chung et al, 2010a, Chung et al, 2010b), supporting the histological

findings presented in this study.

INSERT FIGURE 2

As showed figure 3, scanty deposition of thin delicate reticular-arranged
collagen fibrils exhibiting yellow-greenish birefringence (type Il collagen) was
observed in all groups after three days. In seven days, the fibers were thicker,
but the type Il collagen were still predominant in CTR and ACH, whereas in LT
and ACHLT, these fibers were predominantly gold or reddish (type | collagen).
Moreover, the fibers were more compacted disposed in these last groups. In 14
days days, there was a remarkable improvement of the collagenization and type
I collagen fibers were more abundant in all groups. It was evidenced intense
deposition of gross thick parallel-arranged collagen bundles, less densely
deposited in the top of the scars, with apparent complete replacement of type Il
for type | collagen fibers, in CTR. In ACH, LT and ACHLT deposition of gross
wavy parallel-arranged collagen bundles was also observed, but the density of
the collagen disposition in these groups was clearly more intense and
compacted than in CTR. In 21 days, CTR and ACH showed dense deposition of
type | collagen fibers, but they were still parallel-arranged in CTR and densely
interlaced in ACH. On the other hand, LT and ACHLT exhibited deposition of
interlaced long delicate collagen fibers, composed of both type | and type Il

collagen, densely compacted, resembling the normal dermal connective tissue.

INSERT FIGURES 3 AND 4

Type 1l collagen is produced in early stages of wound healing, likely to

orientate the migration of endothelial cells during the granulation tissue
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formation, whereas type | collagen is ultimately deposited to provide tensile
strength to the tissue, so that the scar acquires mechanical stability
(Albuguerque-Janior et al, 2009; Nunes et al, 2011). Therefore, The
replacement of a substantial part of the content of type Il collagen for type |
molecules during the healing process is an absolutely expected phenomenon.
Both dressing films and low level laser irradiation applied in this study induced
rapid replacement of type Il for type | collagen and improved the spatial
organization of the collagen fibers from parallel disposition to interlaced
arrangement, characteristic of normal dermis. Regarding the morphometrical
analysis of the collagen deposition rates (figure 4), it was observed that all
treated groups showed significantly increased rates of collagen deposition in
relation to the control group (CTR) over the time, but in seven and 14 days, the
irradiated groups presented significantly higher rates compared to CTR and
ACH. In 21 days, LT and ACHLT demonstrated the highest collagenization
rates, but surprisingly the rates observed in ACHLT were lower than in LT.

The presence of high contents of mucin in the mucous secretion of A.
fulica (not shown data), a protein rich in aminoacid residues closely related to
the biochemical synthesis of collagen molecules, such as serine asparagine,
hydroxylysine and/or threonine (Adikwu, 2006), could support the results
observed in this study. Besides, other studies showing the improvement of
wound healing after treatment with mucous secretion of A. fulica has been
previously reported (Martins et al, 2003; Sirio et al, 2005), supporting the
attesting the healing potential of this biological material derived from giant
snails. However, the irradiated groups showed the most distinguished effects on
the collagenization. It has been demonstrated that LLLT not only improves the
collagen deposition (Ribeiro et al, 2009a) but also provides better architectural
organization of the collagen fibers (Medrado et al, 2008). It is likely that such

modulatory properties are associated with the laser capability to stimulate
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fibroblast, as previously demonstrated in experimental in vitro assays (Pereira et
al, 2002).

However, the excessive production of type | collagen, as observed in the
treated groups, might favor the formation of undesirable hypertrophic scars and
keloids (Verhaegen et al, 2009). Therefore, the moderate content of less thick
collagen fibers in ACHLT appears to provide low probability of forming
hypertrophic scars. Moreover, the balance in the content of both type | and type
Il collagen fibers as seen in ACHLT suggests that the remodeling phase of the
scar, represented by degradation of the gross previously formed connective
matrix, followed by gradual deposition of a newly depurated matrix rich in both
collagen molecules (Albuquerque-Junioir et al, 2009, Nunes et al 2011), has
already installed, which would justify the clear resemblance with the normal
histological appearance of the dermal collagen. It must also be stressed that
despite the biological effects of the combination of this singular dressing film
and low level laser irradiation on the fibroplasia dynamics seem to be likely
related to a possible increase in the fibroblast metabolism, as long as both
synthesis and degradation of the collagen molecules were apparently stimulated
in this study, further investigations are required in order to fully clarify the
precise mechanism underlying these healing modulation pathways.

In conclusion, despite low level laser therapy itself was able to improve
many steps of wound healing, the combination of dressing films based on
mucous secretion of A. fulica and laser irradiation seemed to hasten the
remodeling phase of the healing scar, providing better architectural arrangement

of the collagen fibers.
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Table I. Assessment of the intensity of the inflammatory respponse in the

experimental groups, in 3, 7, 14 and 21 days after the surgical procedures.

Intensity of the inflammatory response

Days Animals
CTR ACH LT ACHLT
R1 +++ +++ +++ +++
R2 +++ +++ +++ +++
3 days R3 +++ +++ +++ +++
R4 +++ +++ +++ +++
R5 +++ +++ +++ +++
R1 +++ +++ ++ ++
R2 +++ ++ ++ ++
7 days R3 +++ ++ ++ ++
R4 +++ +++ ++ ++
R5 +++ ++ ++ ++
R1 + - +
R2 ++ + -
14 days R3 ++ + - -
R4 + ++ + -
R5 ++ ++ - -
R1 + - - +
R2 - - - -
21 days R3 - - - -
R4 - - - -
R5 + - - -

(-) — inflammatory infiltrate is absent; (+) — mild inflammatory infiltrate corresponding to less than

10% of stromal cells; (++) moderate inflammatory infiltrate corresponding to more than 10 and

less than 50% of stromal cells; (+++) intense inflammatory infiltrate corresponding to more than

50% of stromal cells.
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Figure 1. Histological sections showing evolution of the healing process in the experimental
groups over the time. In 3 days, acute inflammatory response (predominance of neutrophils) is
observed in all groups. In 7 days, the granulation tissue is more vascular in CTR and ACH and
more fibroblastic in LT and ACHLT. In 14 days, CTR showed distinguishable residual granulation
tissue, in opposition to ACH, Lt and ACHLT. In 21 days, the inflammatory or vascular content are
inconspicuous in all groups, but the cicatricial scar is composed of denser and grosser interlaced

fibers in LT and ACHLT (HE, 200X).
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Figure 2. Assessment of the epithelization rates in the experimental groups over the experimental

time. (*) Significantly different from CTR and ACH (p<0.05).
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Figure 3. Histological sections showing the evolution of the collagenization in the experimental
groups over the time. In 3 days, predominance of reticular-arranged thin delicate fibrils of type IlI
collagen is seen in all groups. In 7 days, partial replacement of type Il for type | collagen is
observed in the treated groups. In 14 days, the type | collagen fibers are predominantly parallel-
arranged and more compacted disposed in LT and ACHLT. In 21 days, the densest organization
of type | collagen is evidenced in the groups; the highest density of collagen deposition is seen in
LT, whereas in ACHLT, the interlaced fibers are less compacted and composed of both types of

collagen (Sirius Red/Polarization, 200x).
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Figure 4. Assessment of the collagen deposition rates in the experimental
groups over the time. (*) Significantly different from CTR (p<0.05); (**)
significantly different from CTR (p<0.01) and ACH (P<0.05); (***) significantly

different from CTR, ACH and LT (p<0.05).
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6.0 CONSIDERACOES GERAIS

Este estudo trata-se de um trabalho multidisciplinar desenvolvido no
Programa de Pds Graduacdo em Saude Ambiente, que buscou uma melhor
compreensédo da interacdo do ser humano com ambiente, além de permitir o
desenvolvimento de estratégias adequadas para a utilizacdo sustentavel de
recursos naturais. A aderéncia deste a linha de pesquisa de Produtos Naturais
em Saude é justificada ao buscar a prospecc¢do/estudo da espécie invasora
Achatina fulica e seus sub-produtos em ecossistemas do Nordeste brasileiro
visando a obtengao/desenvolvimento de formulagdes bioativas. Desta forma, os
filmes desenvolvidos a partir do muco de Achatina fulica, além da avaliacdo de
suas propriedades cicatrizante e bactericida; ora apresentados; demonstram a
aplicabilidade deste produto natural em Saude humana e a inter-relacdo com
guestdes eco-ambientais, sob o ponto de vista da sustentabilidade. A utilizag&do
de filmes a base do muco de Achatina fulica demonstra grande potencial como
um biofdrmaco com propriedades cicatrizantes, através do indicativo de sua

importancia terapéutica para o reparo tecidual de lesdes tecidual.

Este estudo sugere ainda que a associacdo de novas estratégias
terapéuticas, como a Laserterapia, estimularam o processo cicatricial. Deste
modo, € possivel afirmar que a laserterapia associada a zooterapia
(Malacoterapia) demonstrou sucesso no reparo cicatricial de feridas, bem como
no perfil inflamatorio e epitelizagédo. Por outro lado, a incorporacao de principios
ativos de plantas medicinais, via alimentacdo do molusco, agrega a fitoterapia a
esta cadeia de areas da ciéncia para a resolucdo da probleméatica da
Cicatrizacdo de feridas. Uma vez que a cicatrizacdo de feridas depende de
varios fatores ambientais e fisioldgicos, a inter-relacdo destas diferentes areas
possibilitaria intervengdes multidisciplinares e integradas que podem evitar as
complicac¢des oriundas de lesfes cutaneas, tais como quelbides e cicatrizacédo

hipertrofica.

No contexto do desenvolvimento de novas formulacdes farmacéuticas, as
andlises de caracterizacdo do muco e do respectivo filme de Achatina fulica
demonstraram que, além de poderem ser empregados com efeitos benéficos
no reparo de lesdes teciduais, os mesmos tém grande viabilidade de utilizacdo
na industria farmacéutica devido as caracteristicas de manipulacdo satisfatéria

como curativos. Os resultados da caracterizacdo fisico-quimica do muco
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mostraram elevado conteludo protéico, provavelmente relacionadas a albumina
bovina, ovalbumina, gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase e anidrase
carbdnica. Contudo, ensaios mais acurados precisam ser realizados para
determinacdo da aplicabilidade de produtos derivados do muco de Achatina

fulica em escala de producéo.
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